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- INTRODUCCION GENERAL -

Los estudios de citogenética de inscctos fueron inicia-
dos cn la zona decl Rio de La Plata por el Prof. Francisco A.
Sacz (1898-1976), emincnte investigador nacido en Uruguay., Sus
primcros trabajos en ¢l tema datan de fines de la década del
20 (Saecz 1928-1929, 1930a,b, c). A través dec sus cstudios pu--
dieron scr demostrados los mccanismos de cvolucidn cromosdmica

en ¢l género Dichroplus (Saez y Pércz Mosquera 1971) los cua--

les constituyen un verdadero ejemplo dc espcciacidn cromosomi -
ca y pusicron dc manifiesto la importancia de los estudios ci-
togenéticos para la interpretacidn dec la evolucidn. La linea -
de trabajo dc Sdcz fue continuada por Mesa, inicialmente en
Uruguay y luecgo en Brasil, quién comenzé sus investigaciones -
en la década decl 50 (Mecsa 1956). En la Argentina, sin cmbargo,
hasta ¢&pocas recicntes los cstudios de citogenética de inscc--
tos no tuvieron gran desarrollo. Estudios cromosémicos cn co--
ledopteros fucron publicados a fines de los afios 70 (Vidal ct
al. 1977 a, b, c, Vidal y Giacomozzi 1979, Bidau 1981, Vilardi

1981 a) pero la muy abundante {fauna de inscctos ncotropicales

de nuestro pais ecsta atn poco cstudiada citogencticamente.
I ] g

Los estudios cromosdmicos son de fundamental importan--
cia para la comprensidén de mccanismos cvolutivos (para una re-
visién ver Whitc 1973 a). Sc ha demostrado por cjemplo que cn
algunos casos existe una estrccha rclacidén entre la variabili-

dad cromosémica y la distribucidén gceogrifica (John y Lewis 19006)

Las alteraciones cn ¢l comportamicento mecidtico puecden -

ser cn algunos casos las causantes y cn otros un subproducto -




de la divergencla entre poblaciones y especies, por lo cual ecs
convenicnte ‘analizar difercentes factores que modifican el desa
rrollo dc la mciosis:

- Alteraciones estructuralcs

- Alteraciones numéricas

- Alteraciones de los mecanismos de control de la rccombinacidn.

Cada uno dc cstos mecanismos puede tener distintos mo--
dos dc accidon, pcro tanto las alteraciones cstructurales como
las numéricas pueden afectar de mancra directa a la rccombina-
cidén genética.

Las primeras investigaciones sobrc el problema dc la va

riabilidad cromosdémica en reclacidn con la distribucidn gcogrii-

fica fueron realizados en Drosophila por Dobzhansky y Sturtc--

vant (1938) cstudiando alteracioncs en las sccucencias de ban--
das de los cromosomas politénicos. .

Exofenotipicamente las inversioncs encontradas en Drosophila -

no presentaban ninguna manifcstacidn lo cual condujo inicial--
mentc a la errdénca suposicidén de que tales recestructuracionces

seriuan adaptativamcnte neutras (Dobzhansky 1941) basada cn quc
la selcccidn deberia actuar esencialmente sobre los cfectos -
exofcnotipicos de la mutacidn cromosodomica (Lewis y John 1963),
Esos cfcctos sin cmbargo serfian manificstos cn muy pocos casos
tales como c¢fcctos de posicidén, que, al menos cn vegetalces, no

suclen ser muy notorios (Stebbins 1950).

En D, pscudoobscura (Dobzhansky y Lpling 1944) y D. wi-

llistoni (Cunha ¢t al.1950), sin embargo, sc pudicron indivi-

dualizar razas geogrificas que sc diferenciaban en la cxten--



sidon dc los polimorfismos para inversiones. Lsto implicaria quc,
a pesar de la falta de manifestacidn cxterna, cstos polimorfis
mos deberian jugar un papel adaptativo.

Con posterioridad sc comprobd que los hecterocigotas cstructura
lcs tenian ventaja sclectiva (Wright y Dobzhansky 1946 ,Dobzhans-
Ky y Pavlovsky 1953) y que c¢sto sc debia a un fcendmeno de coa-
daptacidén de¢ genes en los cromosomas implicados en el rcorde-

namiento (Dobzhansky y Pavlovsky 1958).

Las 1inversiones, asil como otras alteraciones c¢struc-
turales (translocacioncs) ticnen un efecto inmediato rcducicn-
do la recombinacidn en los heterocigotas como consccucncia dc
(a) una disminucidén dc¢ las zonas aparcables y (b) la produc--
cién de gamctas desbalanceadas a partir de aquellas células c¢n

las que hubiera ocurrido sobrecruzamicnto dentro de los scg--

mentos cromosdmicos reordcenados.

Otro cjemplo clédsico de sistema de heterocigosis cstruc

tural balanccada c¢stid constituido por Qcnothera lamarckiana -

——— e o e e e et

(ver revisiodn en: Clecland 1950, 1972, Stebbins 1950, Grant 1964)
En cste caso se cncontrd un sistcma de translocaciones mGlti--
plecs mantcnido mediantc un meccanismo que implica localizacién
de quiasmas y un sistema de letales balanccados como medio de
impedir la recombinacidn genética en la descendcencia. Final--

mente, cn Periplancta americana e¢xiste un sistema de hibri--

dez permancnte para translocaciones similar al de Ocnothera, -
mantenido quizds por seleccidn dependicente de la f{recucncia o
heterosis (Lewis y Jhon 1957, John y Lewis 1958, 1966, John y

Qu raishi 1964).



Las mutacioncs cromosoOmicas estructurales han sido uti-
lizadas rcpetidas veces en cl curso de la evolucidn de distin-
tos grupos (ver White 1973 a, lewitt 1979), pudiendo encontrar
se quc en poblaciones dec organismos de reproduccidn sexual los
rcarrcglos pucdcen cstar presentes:

a) Fijados cn condicidén homocigota (politipia).
b) Preservados y pecrpetuados cn cstado de hibridez permancente
(como en Qcnothcra).

c) Constituycendo un sistema balanccado con homo y heterocigo--

tas cstructurales (polimor{ismos cromosdmicos como cn cl ca

e =21 d i e

In todos cstos casos cl papel de las mutaciones cromosd
micas esti altamentc corrclacionado con la rccombinacidén. En
particular enrlos cases (b) y (¢) su funcidn seria mantener la
integridad de la unidad reproductiva y favoreccr los genotipos

que ella producc.

No e¢s de esperar que los cambios cstructurales pucdan -
ser mantcnidos por deriva genética puesto que su efecto inme-
diato suclc scr la disminucibn dc la fcrtilidad cn los hetero
cigotas, la cual ¢s uno dc los componentes mas importantes dc
la cficacia bioldgica. La supcrvivencia d¢ un determinado re-
ordcnamicento dependerd grandemente de su efccto sobre la mcio
sis del portador hetcrocigota. Asi, Lewis y John (1963) hgblan
de fusién precadaptada para refcrirse a aquéllas que se produ
cen entre cromosomas largos y de longitud similar, pués csta -

condicion favorcceria la correcta cooricntacidn del trivalen-

tc resultante en M1, De igual modo Snow y Dunford (1961) 1lla-



man la atencidn sobre ¢l hecho que las Gnicas translocacio--
nes que s¢ han mantenido en la naturaleza son aquéllas cn 1las
quc los segmentos intersticiales son cortos, de modo que, en
gencral no se forman quiasmas en cllos, lo cual facilita la

corrccta orientacidén en la placa del multivalente producido.

Estas obscrvaciones y otras similarcs sdlo permiten pre
decir qué rcarrcglos serian mejor tolcrados, pcro sc manticnce
la incognita dec la razdn del mantenimiento de los mismos. Ln

.

vista dc que una mutacidén cromosémica no pucdc en general con
siderarse selectivamente ncutra, su cfecto dec disminucidén de
la fertilidad dc los hctcroéigotas tendria quc estar contraba
lanccada por algin tipo de scleccidn que condujera a un incre
mento de la frccucncia del rcordcnamiento. Dado que cs gdnerul
mentc aceptade quc la seleccidn actila a nivel del exofenotipo,
la mayoria de los investigadores ha buscado individualizar ta-
les efcctos, aunque sdlo muy pocos 1lo consiguicron. Por otra
parte, la importancia de rcarrcglos tales como inversioncs dc
pende en gran mcdida de las restriccioncs y extensiones que
éstas imponcn a la rcecombinacién (Lpling ¢t a41.1953, 1955,1957)
Ademas, se sabe que las inversioncs pucden tener cfectos inter
cromosdmicos (Schultz y Redficld 1951, Suzuki 1963, Vaio ct al.
1979). Esto demuestra que las mutaciones cromosdmicas pucden
producir alteraciones nucleotipicas que van mis alld de 1las
decbidas sd6lo a los problcmas cstructurales cn ¢l aparcamicn-
to. Esta influencia sobre cl cﬁdofcnotipo podria scr la basc

dcl mantenimicento de los rcarrcglos (John y Lewis 1960).

Cunha y Dobzhansky (1954) postularon quec la disminu--

cibén dc la heterocigosis cstructural para inversioncs e¢n po-



blaciones marginales en Drosophila sc¢ deberia a que los recarrc
glos cromosdémicos tendrian funcidn ccotipica. LEn contraposi--

cidén a esto Carson (1958) proponc que la variacidén cn cl grado
de polimorfismo se¢ deberia a seleccidn para aumento o disminu-

cidén de la recombinacidn.

El endofecnotipo, por definicidén, no afecta la cficiencia
compctitiva del individuo{ pero si puede afectar el nimcro dc
descendientes y su naturalecza. LEsto implicaria quc sobre ¢l cn
dofcnotipo deberia actuar una forma de sclcéccidn retrospecti-
va (John y Lecwis 1966). Por otra parte, sc ha comprobado quc
algunos rcordenamicntos pucden mantcnerse en las poblaciones -
mercced a mecanismos de acumulacidn tales como conduccidn me1d-
tica o no disyuncién mitética (Sandler y Novitski 1957, Nur -

1963, Matthcws y Jones 1982).
En sintcsis, sc podriIa destacar que:

1) En general los efectos exofenotipicos de las reestructura-

ciones serfan, si los hay, muy 1lcves.

2) L1 mecanismo dc accibn de los rcordecnamicntos cn rclacidn
con la cficacia biolégica no pucde aislarsc de su cfecto so

bre 1la rccombinacién.

3) Algunos reordcnamicntos tiencn mecanismos de acumulacidn -
quc intecractdan con la scleccidon determinando su manteni--

miento.

Dc las caracteristicas ecndoflenotipicas modificadas por
los rcordcnamicntos la mis notablec es la alteracidn producida
en las condiciones de los quiasmas, La frecuencia y distribu-

cién de los quiasmas estin sometidas a un doble control, genc



tico y ambiental (Shaw 1971b, Henderson 1963a, Rees 1961, Jonecs
y Rees 1967), y seguramentc dcben cstar correlacionadas de al
guna manera con la estratecgia adaptativa de la especie., Los me-
canismos genéticos de regulacién de la rccombinacién pucden scr
muy variados, conociéndose algunos quc involucran gences mende--
lianos simples (Beadle 1930, Jones 1967), sistemas de intcrac-
cidn génica (Wagecnaar 1960) y poligénicos (Gale y Reces 1970, -
Shaw 1971a). Un sistema dc control de naturaleza posiblcmente
doble, genética y ambiental, seria la influencia del scxo,pucs
ta dc manifiesto en las diferentes distribucidén y {recucncias

dc quiasmas observadas cn machos y hembras de Stethophyma (Pe

rry y Jones 1974), Myrmclcotcttix (llewitt 1976) y Paraplcurus

y Chrysochraon (Flectcher y llewitt 1980). .

Con todu, sc disponce de poca informacidn acerca de lus
variaciones cn las condiciones dc los quiasmas en poblacioncs
naturales.

Esta informaci6n es sumamcnte importantc como primera aproxima
cibén para tratar de interprctar los factorcs quc rcgulan la
recombinacidén y su influencia en la aptitud y cvolucidn de - -
las poblaciones. En rclacidn con esto se destacan nucvamente
las mutacionces cromos6micas. Sc¢ ha obscrvado que cn los hete-
rocigotas cstructuralces la formacién de quiasmas disminuyc o
sc climina cn algunas rcgiones (lParker ct al.1982). Sturtcvant
(1919) descubrid un supresor del sobrecruzamicento ¢l cual pos
teriormente demostré scr una inversidn paracéntrica. Esta cn
heterocigosis aumenta la [recuencia de sobrecruzamiento cn
otros micmbros decl complcmento (Schultz y Redficld 1951, Lu--

cchesi 1970). También [ucron deoewostrados cfectos intercromo-



sdmicos para translocacioncs (llinton 1965) y cromosomas compues

tos (Novitskj 1954, Procunicr y Suzuki 1967) en D. meclanogaster.

En ortépteros se vil6 que las inversioncs pueden dismi--
nuir la frecuencia de sobrecruzamicnto en la regidn afectada, -
pero simultinemantc aumentar tal {recucncia en los segmentos -

distales al rcordenamicnto (White y Morley 1955). IEn Cibolacris

parviceps (llewitt 1967) y cn Euchorthippus pulvinatus gallicus

(Arana ct al,1980) sc¢ observoé que la frccucncia de quiasmas cra
mayor c¢n los hetcrocigotas para translocacioncs que en los homo
cigotas respectivos. Entre los vegetales se observé en llypochoe
ris (Parker ct al. 1982) qucllas frecuencias de quiasmas aumcn

tan en los heterocigotas con respecto a las de los homocariotl

pos para fusioncs y translocaciones.

Dc todas las recestructuracionces, las que demostrarian -
mis claras influencias sobre las condiciones d¢ los qulasmas -
son las que involucran la adicién dc heterocromatina supernumg
raria al complemento normal (scgmentos y cromosomas SupcCriumc
rarios) (llenderson 1961, Suzuki 1963, Wolf 1963, Walen 1964, -
John y Hewitt 1965, 1966a, Camcrony Rces 1907, Jones y Rces -
1967,Ayonoadu y Rees 1968, lewitt y John 1967, 1968, 1970, -
Westerman 1969, Zelevié y Paunovié 1969, Abdel-llameed ct al.
1970, Barlow y Vosa 1970, Shaw 1971a, Stcphens y hrcgmun 1972,
Zarchi ct al. 1972, John 1973, Schrocter y Hewitt 1974, Cama-
cho ct al, 1980, llenriquesGil et al. 1982, Santos y Giraldes

1982).

1 matcrial heterocromitico se considerd durante mucho

ticempo como genéticamente inerte, a partir del trabajo de -




lleitz (1933) cn ¢l que sc obscrvd que ¢l cromosoma Y dc Droso
phila era heterocromdtico ¢ inerte. Esta hipdtesis es apoyada
por ¢l hecho quc los individuos portadores de heterocromatina -
supcrnumeraria en gencral no pucden diferenciarse fenotipicamen

tc de los normales. Sin cmbargo sc comprobé cn Scilla automna--

1lis que la cxpresién de algunas cnzimas detectadas por clec--

troforesis cstaba influcnciada por la prescncia de un cromoso-

ma B (Ruiz Rején ct al. 1980, Oliver_et al. 1982). LEn algunos

casos sc demostrd quc los B podian disminuir la fertilidad (Jo
nes y Rees 1967, Parker ¢t al. 1978) o aumentar la tasa dc mor
talidad dc los portadorcs (Léspinassc 1973). Estas obscrvacio-
nes, sumadas a la influencia demostrada de la heterocromatina

sobre l1os quiasmas, harian insostenible la suposicidn de que
la heterocromatina serfa un material inerte. Los ajustes c¢n -
las frecucncias de quiasmas constituyen uno dc los medios mas
directos dc recgular la recombinacidn en especies de reproduc-

cidén scxual (Grant 1958) y por lo tanto se podria suponer quc

talcs ajustes serfan adaptativos.

En ¢l intento de cstudiar la importancia dc¢ los mecanis
mos de regulacién de la rccombinacidn y la posible influcncia
de la mutaciones cromosdmicas sobre aquéllos, dos tipos dc -

enfoques scrian de interés:

1.- Anilisis de¢ la variabilidad intrapoblacional prescntec cn
poblaciones naturales con rcspecto a la frecuencia de -
quiasmas,

2.- Comparacioncs interpoblacionales o interecspecificas, esti

mando si la divergencia cntre l1os grupos se corrclaciona
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con cambios en los patrones de distribucidn y/o frccuencia

de quiasmas.

Este tipo dec cstudio ¢s cspecialmente factible de reali-
zar cn inscctos y de ellos provienc c¢l mayor cimulo de informa-
cidén al respecto. E1 pequciio tamafio de los individuos y los ta
mainos poblacionales gencralmente grandes facilitan las tarcas -
de rccoleccidn y, cn algunos grupos (especcialmente los ortdpte
ros dec la familia Acrididac) los cromosoma$ son de tamaio con-
'siderablc, sc pueden obtener excelentes preparacioncs y son muy

indicados para cstudios dec citogenética dec poblaciones.

Las figuras diploténicas Guc pueden obtencerse en cspe- -
cics de ortdpteros, permiten individualizar de manera incquivo
ca los quiasmas, pudiendo cstimarse su nlmero y ubilcacidn.Den

tro decl orden Orthoptera sc conocen cspecies con localizaciodn

plcurus alliaccusy Crysochraon dispar (Fletcher y Hewitt 1980),

aunquc en la mayoria de las cspecics la distribucidn sucle ser
irrestricta. Los mccanismos que determinan la posicidén de  1los
quiasmas cstan de alguna forma regulados por ¢l sexo porquec cn
general se vi6 que la localizacibén de quiasmas podia ser cs--
tricta cn los machos, micntras quec en las hembras ésta cra mu-
cho mcnos marcada o inexistente (Perry y Jones 1974, Tletcher
y lewitt 1980).

Otro aspecto que pucde ser analizado usando cspecics de
langostas cs ¢l problema de la terminalizacidn. Fox (1973) cs-

tudiando Schistocerca gregaria  llega a la conclusidon de  que

no habria movimiento de quiasmas durante diploteno en esta -



especie. Sus evidencias fucron de tipo estadistico, basadas en
la comparacién de las frecuencias de quiasmas en distintas c--
tapas del diplotcno. Estos resultados se oponen a la hipdétesis
dc que cl movimicnto de quiasmas seria un fendmeno de ocurrcn-
cia universal (Darlington 1958). Otros cstudios basados cn téc
nicas de coloracidén o marcacidén radioactiva diferencial para -
las dos cromatides (fluorescencia + Gicmsa o marcacidn con tri
tio) permiticron demostrar también la ausencia de un proceso -

de terminalizacidn durantc diploteno cen Stcthophyma grossum(Jo

ncs 1971), Schistocerca gregaria (Jones 1977), Locusta migra-

toria (Tcase 1978, Tcase y Johes 1978) y en Gonica australa--

siac_ (Peacock 1970). A las cvidencias obtcnidas cn estos or-
tépteros sc sumarian las provenientes de estudios en ratdn (Po
lani ¢t al. 1979, Kanda y Kato 1980, Imai y Moriwaki 1982) vy
centeno (Joncs 1978), demostrando que aunque la terminaliza--
cidén pucda rcalmente ocurrir, como sc demostrd en muchos cstu-
dios (ver: Rhoades 1961, John y Lewis 1965, White 1973 a, Syben

ga 1975, Maguirc 1981), no sceria un {fendmcno gencral.

De todo lo antedicho puede aprcciarsc el interés (uc -
despiertan los ortdpteros como material experimental para ci
cstudio de:

1) Variaciones en las {rccucncias y distribucién de¢ quiasmas

dentro y entre poblaciones naturales.

2) Posibles corrclacioncs éntre alteraciones cromosdémicas y -

dichas variacioncs.
3) Difercnciacidédn cromosbédmica cntre grupos afines.

Tratando de investigar cstos problemas sc analizd la



morfologia y comportamicnto cromosémico cn cuatro cspecies dc
tres géneros de acrididos. Dentro de la subfamilia Gomphoceri-

nac sc estudiaron las especiles Staurorhectus longicornis G. -

Tos, Buplcctrotettix shultzi Bruner y L. conspersus Bruner, y

de la subfamilia Mclanoplinac, 1la especic Dichroplus clonga--

us G. Tos.

Los colecdOpteros por su parte prescntan cn general cromo
somas dc tamaiio mucho mcnor que los de los ortdptecros, pero i-
gualmente constituyen un material muy intercsante para los cs-
tudios citogenCticos., Las especies de ecste orden sc caracteri-
zan por una notablce constancia cn su namero y morfologia cro-
mosdémica dentro de la mayoria dc los géncros (Smith 1953, 19060,
Smith y Virkki 1978), siendo los niimcros cromosdmicos mis fre-
cucntcs zn = 18-20 (Smith 1950). Una caracteristica particular
mentc notable en este orden es la presencia de un sistema de
determinacidn del sexo que implica la formacidon dc un bivalen-
te sexual no quiasmatico (John y Lewis 1960) que, por Su mor--
fologia fuc denominado bivalente en forma de paracaidas ("pa-
rachutc bivalent") (Stcevens 1506, Smith 1949, 1950). En coledp
teros cs comin la formacidn de pocos quiasmas por bivalente -
(cl maximo obscrvado c¢s de un quiasma por brazo) y el cstudio
de los mismos suclc dificultarse por el hecho que el diplotceno
suclc secr difuso (Smith y Virkki 1978).
Con todo, sc han descripto casos de distribucién irrestricta -
de quiasmas cn ¢l géncro Plcocoma (Virkki 1967) y algunos pa-
salidos (Virkki.y Reyes Castillo 1972). Por otra partc cn cl

género Chilochorus sc observo que los cromosomas podian te-




ner un brazo eucromidtico y el otro hcterocromidtico por lo cual
fueron denominados difasicos (Smith 1965), 1o cual limita 1la

formacién de quiasmas a un solo brazo.

ELsto demucstra que en especies de coledpteros con di-
ploteno no difuso el estudio de la frecuencia y movimicnto de
quiasmas puede rcsultar de gran interés. La escasa variacidon -
cn frecuencia y localizacidén de los quiasmas podria scr indica
tiva dec quec en estc orden sc habrian scleccionado meccanismos -
muy restrictivos para la rcgulacidn de los quiasmas. Para tra-
tar de obtencr informacién sob¥e este tema se estudiaron scis

especies del género Tropisternus Solier pertenecicnte a la fa-

milia llydrophilidae comparando sus cariotipos y {recucncia vy

terminalizacidén de quiasmas.



- MATERIALES Y METODOS -

I) COLEOPTEROS

Los ejemplares fueron en su mayoria capturados por cl -

autor, aunque algunos, de las especics T. sctiger y T. latera-

lis, fueron gentilmente cedidos por cl Dr. Axel O. Bachmann -
quién, adcmds, rcalizd la determinacidn sistcmdtica del mate--
rial, siguiendo, con algunas modificaciones introducidas por

€1 mismo, la clavc dc¢ Orchymont (1921,1922).
La procedencia de los materiales es la siguiente:

T. setiger Germ.: Provincia de Buenos Aires, Delta del Parang;

Ciudad de Bucnos Aires, alrededores de la -
Ciudad Universitaria;

T. lateralis Fabr.:Delta del Paranid; Ciudad Universitaria; Pro

vincia de Tucuman, Rio Loro y S.M. de Tucu-

min (Parque Batalla de Tucumin).

T. mutatus Orch.: Provincia de Midiones, Cataratas del Iguazi.

T. acaragua Bach: Cataratas decl Igua:zQd.

T. flavescens Orch:S.M. de Tucumin (Parquc Batalla de Tucumin);

Rio Loro.

T. sharpi Orch:S.M. de Tucumin (Parquc Batalla de Tucumin).

S61o machos fucron utilizados para los estudios citogc-
néticos, aunquc dado quc el scxo sb6lo pucde determinarse obscr
vando los cjemplarcs bajo ¢l microscopio cstercoscdpico, sc -

capturaron también hembras que después de ser usadas como ayu_



da en la decterminacidén taxonbémica {fucron descartadas.

Los fcsticulos fueron extrafidos y fijados en 3: 1 (al--
cohol etilico absoluto: dcido acético glacial) durante tres ho
ras, rcalizando tres cambios de fijador durantc csc periodo.
Los preparados sc confcccionaron ¢n ¢l momento 0 SC CONSCrvo -
¢l material hasta el dia siguientc cn alcohol ctilico 70% cn -
hcladera. LEste método {fuc cl que did mcjores resultados y no -
hubo diferencias entrc los prcparados recalizados inmediatamen
te después del tratamicnto en 3: 1 y aquéllos conscrvados cn -

alcohol 70%.

Los preparados se hicieron por extendido de acucrdo a
la técnica dc Vidal ct al.(1977a). Ista consistid cn extender
por medio de una lanceta el material testicular colocado sobrc

una gota de filjador (3:1) en ¢l portaobjctos, dcjando sccar al

airc cl preparado.

Para la coloracidn sc utilizdé colorante dec Giemsa (Gurr
R66) 5% cn tampébn {osfato (pll 7.06), sumecrgiendo cn esta solu--

cidn los preparados durante aproximadamentc dicz minutos.

Para ¢l anilisis de las frecuencias de quiasmas sc¢ con-
td6 cl nGmero de quiasmas por c€élula y se estimd la ubicacion -
de los mismos considerando dos catcgorias: quiasmas intersti--

ciales y quiasmas terminales.

La nomenclatura utilizada en la descripcién del cario-
tipo fue 1la propucsta por Levan_ct al.(1964) por la cual sc -
denominan m a los cromosomas cuyo indice centromérico (longi-
tud decl brazo corto/longitud total dcl cromosoma) toma valo--

res entre 0.50 y 0.375



Los cariotipos fucron cstudiados mediantec el andlisis de

6 macnos de T. latcralis, 8 de T. sctiger, 6 dc T. flavescens,

2 de T. snarpi, 4 de T. mutatus y 4 de T. acaragua.

IT) ORTOPTLEROS

II a) Staurorhectus longicornis G. Tos

Los individuos utilizados de csta espccic proceden dc
muestras tomadas en marzo de 1980 en dos localidades de la pro
;incia de La Rioja. Una dc las muestras fuc coleccionada cn
las cercanias de¢l Acropuerto de la Ciudad de La Rioja y fue de-
nominada poblacidn AR. LEste sitio se cncuentra hacia cl Este -
de la Ciudad. La scgunda muecstra proviene de un sitio conocils=
do como la Pucrta de la Qucbrada, situado aproximadamentce a
unos 30 Km. al Noroceste del lugar quc ocupaba la poblacidn AR,

siendo los cjcmplares capturados a ambos lados de la ruta que

unc La Rioja con Dique Los Sauces (poblacién PQ.)

AR estaba constituida por 35 machos micntras que PQ con
tenfa 25. S6l1o machos fucron utilizados en los cstudios citold
gicos dada la alta tasa de divisidén gonial y meciética cn los -
testiculos cn  contraposicién con las dificultades técnicas pa
ra ¢l cstudiv cromosdédmico cn las hcembras con mcnor tasa de di-
visidon y cuya wmciosis no sc completa en el ovario sino que sc
deticne cn metafasce I, Con todo, sc capturaron también algu--
nas hembras con ¢l objecto de ayudar cn la detcrminacién taxo-

ndémica. La identificacién sistemitica de S. longicornis cono

asi también de las demds especies de ortdépteros cstudiadas ¢n

¢l presente trabajo fucron determinadas por cl Prof, Ricardo



A. Ronderos, espccialista cn toxonomia de acrididos.

A fin de facilitar las tarcas dc tratamiento hipotdnico
y fijacidn declmaterial rcalizadas durante ¢l viaje de rccolec-
cidén, los cjemplares fucrpn tratados '"in toto', procedicndo -
lucgo a la discccidn de los testiculos y rcalizacidén de  los -
preparados cn ¢l laboratorio. Asi, 1la hipotonia fue aplicada -
rcalizando un cortec a lo largo dcl abdomen y sumergicndo cl c-
jemplar, prcviamente eterizado, cn una solucidn de KC1 al 0.5%
durante 30 min, A continuacibn se pasd al individuo a la solu-

cién fijadora constituida por metanol: dcido acético (3:1).

Se probaron varias técnicas para la confeccidn de los
preparados citogencticos. l.a mayoria de las preparaciones. se
hicicron dispersando ¢l material testicular, colocado cn una
gota de acido acético 060% sobre el portaobjctos, por mcdio de
una pequeiia barrita de metal de cxtremo plano y liso, decjando
lucgo sccar los portas al aire,bajo el calor de¢ una lampara.
Con éstos preparados por dispersidon sc utilizaron difcrentes -
técnicas de coloracion. Algunos fucron colorcados con Carbol-
Fucsina, mediante la técnica de Carr y Walker (1961), otros -
con colorante de Ciemsa como se describidé para coledpteros, y
en los restantes sc cnsay6 bandco C. La técnica de bandco con-
sistid cn tratamicnto con solucidn saturada dc Ba (Oll)2 duran
te 20 min. a temperatura ambicnte. A continuuciéﬁ los prepara
dos sec enjuagaron profusamecnte cn agua destilada y lucgo fuc
ron sumecrgidos cn SSC 2x (solucidn salina de citrato= NaCl -
1.753% + citrato de¢ sodio 0.817%) durante 30 min. a 60;C. Iis -
tos preparados fueron lucgo colorcados cn la solucidn de Giem

sa durante 3-S5 min,



Finalmente, algunos prcparados {ueron rcalizados median

te la técnica tradicional de aplastado coloreando con hematoxi

lina propidnica usando citrato férrico como mordiente, dec acuer

do al método de Sacz (1960):

IT 6) Luplectrotettix

Los individuos estudiados provicnen de las localidades -

que sc detallan a continuacién:

L. shultzi Bruner: Famatina (prov. de La Rioja), 4 machos; Be-

1én (prov. de Catamarca), 9 machos.

L. ‘conspersus Bruner:Prov. de La Pampa, Salar La Amarga (11 ma

chos), Chacharramendi (3 machos), Santa -
Rosa (Escucla Agrotécnica, Univ. Nac. dec
La Pampa) (6 machos); Prov. dc La Rioja,

Acropucrto de La Rioja (2 machos).

La hipotonfia y fijacién dcl material provenicente de in
dividuos coleccionados en las provincias de La Rioja y Cata--

marca fue similar a lo descripto para S. longicornis. Los indi

viduos coleccionados en La Pampa fucron disccados y 1lucgo los
testiculos sc trataron con KC1 0,5% durante 15 min. y sc fija-
ron lucgo cn fijador dec Newcomer (1953) modificado por Hunzi-

ker (1960).
Se rcalizaron preparados por aplastado y por disper--
sién. Se aplicaron sélo técnicas convencionales de colora-

cién, descriptas cn la seccibén correspondiente a S. longicor-

nis,




II c¢) Dichroplus clongatus G, Tos

Los ejemplares estudiados provicnen de una mucstra de
23 machos recogida en Raco, provincia de Tucumidn, en cenecro de¢
1982. LEsta localidad sc sitia sobre el cerro San Javier,a unos

700 m sobre el nivel del mar,

Los "testiculos fucron disccados y sumergidos durante
15 min. en una solucién hipotdnica compucsta de solucidn sali
na para inscctos (Drets y Stoll 1974) diluida al 50%. La fija

cian sc efecto en Newcomer modificado.

Los prcparados se rcalizaron por extendido como se des
cribié antecriormente, coloreando algunos portas en carbol-fuc-

sina y otros c¢n Giemsa 2% cn tampdn de Sérenscn (pH 6.8}.



- ESTUDIOS EN COLEOPTEROS -

INTRODUCCION

E1 género Tropisternus consta de alrededor de 58 cspe--

cics, todas cxclusivamente americanas, de las cuales unas 21
pueden cncontrarse c¢n la Argentina. Pertenece a la tribu Hydro-
philini, que comprende a los hidrofilidos mcjor adaptados a la
vida acudtica (Bachmann 1965). L1 arca dc distribucidén dcl gé-
nero ¢s sumamente amplia, extendiéndosc desde el Sur de Alas-
ka nasta la provincia de Santa Cruz.

Su habitat csti constituido por aguas dulces y tranquilas de
charcos y lagunas poco profundas con abundante vecgetaciodn y

bien oxigcnados.

Al iniciarse la prescnte investigacidon,; en la {familia
’

Hydrophilidae sc¢ habian cstudiado s$6lo 15 especics de ocho gé

ncros (Arnold 1908, Asana ct al. 1942, Smith 1953, 19060, Agar-
wal 1960a, b, Manna y Lahiri 1972, Bidau 1981) dc las cualcs -

sb6lo una pertencce al género Tropisternus, T. lateralis Fabr.,

de la cual sdlo sc ha dado a conocer el nimero gamético (Smith

1953, 1960).

En cl prescntc estudio sc comparan los cariotipos,com-
portamicnto mci6ético y mccanismo cromosdémico dec determinacidn

del sexo en las cspecies T. lateralis, T. sctiger Germ., T.mu-

tatus Orch., T, acaragua Bach., T. sharpi Orch. y T. flaves--

cens Orch. Informes preliminares sobre estas especies ya fuc-

ren publicados (Vilardi, 1977, 1979, 1981a.)

RESULTADOS




Cariotipos:

Para 'las cspeciecs T.setiger, T. latcralis, T.flavescens

y T. sharpi 1los cariotipos {fucron analizados estudiando célu-

las cn metafase 11, En estc e¢stadio fue posible en ellas dis--
tinguir con claridad las cromdtides y ubicar ¢l centrédmero. De
este modo, se consigue armar un cﬁriotipo complcto usando 1los
cromosomas dc dos células hermanas, o sca, provenicntes de  un
inico espermatocito I, T, acaragua y 7. mutatus prescntan cro

A}

mosomas muy pequciios que cn metafasce II no mucstran ningln dc-

tallc debido a la gran contraccidén cromatinica. Por estec moti
vo se prefiricron cstadios de menor condensacidn que, aunque -
menos nitidos, pcrmitieron obtener las medidas con mayor pre-
cisiébn . A modo dec cjemplo en la figura 1 sc mucstran las célu-
las utilizadas para confcccionar los cariogramas de la figura
2. En las figuras 1 a-d sc pucde ver que 1las c€lulas son com
plementarias, sicndo ambas los productos dc la primera divi--

sién de un cspermatocito. La célula de T. acaragua ({ig. 1 ¢)

corrcspondec a un cstadlio de promctafasc somatica, pucsto quc
los centrémeros aparecen ya divididos aunque las cromitides -

permanccen unidas.

Los cariotipos de todas las cspccices prescentan las mis-
mas caractcristicas cn cuanto a nGumnero y morfologia cromosomi-
cos y mccanismo cromosdmico de determinacidédn del scxo. Los ca-
riogramas de la figura 2 muestran que todas las especies po--
scen 2n= 18 cromosomas distribuidos en 9 pares. Uno dc 1los pa
res ¢s heteromérfico y corresponde al par sexual XyP cn cl
cual ¢l X es de tamano mucho mayor que ¢l y. Los autosomas vy

cl X cn todas las ecspecics son cromosomas m. El y, aunque muy
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FIGURA 1: Células utilizadas para confeccionar los cariogramas de
las especies correspondientes. a) T. setiger; b) T. lateralis; c)
T. flavescens; d) T. sharpi; e) T. acaragua; f) T. mutatus.

(a)-(d) en metafase Il1; (e) en prometafase gonial; (f) en metafa-

se-anafase temprana somatica.
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FIGURA 2: Cariogramas representativos de los cariotipos de las
seis especies de Tropisternus realizados a partir de las corres-
pondientes células de la figura 1. a) T. setiger; b) T. lateralis;
c) T. flavescens; d) T. sharpi; e) T. acaragua; f) T. mutatus.




pequeiio, demuestra ser m c¢n T, sctiger y T, mutatus pero cn T,

lateralis, T, {flavescens, T. sharpi y T. acaragua c¢s un cromo-

soma diminuto quc no permite observar detalles morfolbgicos ta

les como la ubicacidn del centrdmcrg. E1 X de T. mutatus aparc
ce mas condensado que cl resto de los cromosomas y ¢l y sc  ve
de gran tamaiio en rclacidédn a los autosomas comparado con ¢l -
de otras especcics. En metafasc II, sin embargo, esta difcren--
cia no f{uc cvidente, por lo cual no pueden sacarse conclusio-

nes a este respecto, pués la contraccidén diferencial de los -

cromosomas a lo largo dcl ciclo pucde altcrar los tamahos re--
lativos cn las distintas ctapas dc la divisidén y las compara--

cioncs en cstc caso sc¢ basan en cstadios distintos.

Teniendo en cucnta la aparcnte similitud de los carioti
pos y la altcracidén dec los tamanos rclativos dec los cromosomas
en distintos estadios sc decidié rcalizar comparacioncs cntre
las recspectivas longitudes totales del complemento diploide -
(LTC) medidas cn MI1, Lstc estadio, como lo indican Smith vy
Virkki (1978), es uno dc los mis apropiados para cstc tipo
de medidas por la constancia que prescnta en ¢1 la morfologila
cromosdomica y, en este caso, fue cl mds itil dada la nitidez
quec sc logrd en las preparaciones. Las medidas de LTC de cada
especie, obtenidas promcdiando cinco células sc da en la ta--

bla 1. In el caso de T. acaragua y T. mutatus ¢l tamano dc -

los cromosomas c¢s tan pecquecinto cn metafase IJ que sc da ¢l va-
lor miiximo obscrvado cn vez del promedio.
En la tabla 1 pucde verse que las cspecices podrian or-

denarscen tres grupos cen funcidén de su LTC. E1 conjunto cons
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TABLA 1: Longitud total del complemento diploide (LTC) medida en metafase

Il de las especies estudiadas de Tropisternus.

"ESPECIE LTC

T. setiger 46.00 um
T. sharpi Ly 25 pm
T. flavescens 41.25 um
T. latéralis 26.00 pm
T. acaragua £19.00 pm
T. mutatus £19.00 pm




tituido por 1. sctiger, T. sharpi y T. flavescens ecstaria cons

tituido por.las espccies con cromosomas de¢ mayor tamaio. T. la-

tcralis, con un LTC alrededor dc un 40% menor que cl de las an-

teriorcs c¢staria cn scgundo lugar y finalmentc T. mutatus y T.

acaragua, las dos espccies de Misiones, con ¢l menor LTC, -

aproximadamente 27% mcnor que ¢l de T. lateralis y 56% menor -

que cl de las ecspecics del primer grupo.

Comportamicnto mcidtico:

E1l ec¢studio de la meiosis rcveld que todas las cspecics
presentan normalmente 9 bivalentes, uno de los cuales es hete-
romérfico (fig. 3). Estc correspondec al par sexual Xyp de tipo
paracajidas scgin® la denominacidn propuesta por Stevens (1900).
En la mayoria de las células cstudiadas éste bivalente prescn-
t6 heteropicnosis positiva durante los estadios profiasicos de
la primcra divisidn meidtica. (fig. 3 a, d, ¢, £, g). También
fue comGn quc este bivalente exhibicra heteropicnosis negati-
va en MI (fig. 3c¢) y en algunas oportunidades aparecia fuera

de la placa mectafdsica o aislado de los pares autosodomicos.

Para los autosomas sc¢ dectermind la frecucncia de biva--
lentes cerrados, la [recucncia de quiasmas totales y la fre--
cucncia de quiasmas intersticiales por célula para células cn
metafase "I y en profasc 1 tardia ( diplotcno * diacinesis). -
Los rcsultados obtenidos pueden cncontrarsc cn la tabla 2. En
¢sta se¢ puecde ver que en MI no sc¢ observdé en ninguna especcic
la presencia de bivalentes cerrados. En profase I en cambio,
aunque cen baja frecuencia, si sc encontraron células mostran

do bivalentes cerrados.,
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FIGURA 3: Células en division meiotica de las diferentes especies
estudiadas. a) Diploteno y b) metafase | de T. setiger; c) metafa-
se | de T. lateralis; d) diploteno de T. flavescens; e) diacinesis
de T. sharpi; f) diacinesis de T. acaragua; g) diacinesis de T.
mutatus. Las flechas senalan al bivalente sexual en forma de para-
caidas (Xyp) que en (a), (d), (e), (f) y (g) tiene heteropicnosis
positiva, mientras que en (c) es heteropicnético negativo.
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En ningdn caso se formd mds de-un quiasma por brazo, lo
cual determina quec haya una corrclacién cstricta entre el niG- -
mero de quiasmas y ¢l nGmero de bivalcntes cerrados. Esto es,
cada célula forma un minimo de ocho quiasmas (uno por bivalen-
te) y cada quiasma que sc formc por encima dc estc niamcro im--
plicarad la formacidén de un bivalente cerrado pues cn los biva-
lentcs con dos quiasmas €stos invariablementce ocurren cn bra--
z0s distintos. Asi, resulta que N°bivalentes cerrados=N°quias-

mas totales - 8 .

T. sharpi fuc la cspecic quc prescntd la mas alta {re-

cucncia de bivalentes cerrados, diferenciandose mucho del res-
to. Para saber si estas difercncias eran significativas sc com
pararon las medias mecdiante un andlisis de la varianza (tabla

3). Los resultados obtenidos indican diferencias significati--

vas cntre cspecies ( pew0). Comparando la media de . sharpi

con las dec las demds especices tomadas en cenjunto mediante cl
método de Scheffé (1959) se demostrd quec las difcrencias cran
significativas ( p~O0). Esto fue corroborado rcalizando un nuc

vo andlisis de la varianza, pcro omitiendo a T. sharpi (tabla

4). En estc caso sc pucde ver que las diferencias no son signi
ficativas (p=0.20).

La comparacidén cntre las medias de quiasmas intersticia
Jes ¢n profasc I por medio del mismo método estadistico (tabla
5) mucstra también diferencias significativas entre cspecies -
(p¢0.001). Por Eontrasfos de Scheffl¢é sc obtuvo que las dife-
rencias mas importantes y de las cuales depende ¢l valor signil

ficativo del estadfstico I son las que existen cntre las cs-

-



TABLA 3: Analisis de la varianza parg comparar las frecuencias de bivalen-
tes cerrados en profase | tardia (diploteno + diacinesis) en las especies

de Tropisternus.

ltem G.L. S. C. C. M. F p
ESPECIES 5 18.2720 3.6544 9.34 1070
ERROR 90 35.2175 0.3913 --
TOTAL 95 53.4895 --- --
Contraste:
T. sharpi vs. demas especies:

f|_ _ a -6
= 6.2657 Fo go= 7-85  p= 10

TABLA L4: Andlisis de la varianza para comparar las frecuencias de bivalen-
tes cerrados en profase | tardia (diploteno + diacinesis) excluyendo a

T. sharpi.

ltem G.L. S. C. C. M. F p
ESPECIES b 2.4848 0.6212 1.52 0.20
ERROR 79 32.2175 0.4078 --

TOTAL 83 34.7023 - --
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TABLA 5: Analisis de la varianza para comparar la frecuencia de quiasmas
intersticiales en profase | tardia (diploteno + diacinesis) entre las espe-

cies de Tropisternus.

ltem G.L. S. C. C. M, F p
ESPECIES 5 20.2900 4.0580 5.41 10-3
ERROR 90 67.5433 0.7505 --

TOTAL 95 6§7.8333 --- --
Contraste:

T. setiger+T. lateralis+T. mutatus vs. T. flavescens+
T. acaragua+ T. sharpi.
F i 4.3094

= F
S¢ 5,90

= 3.71 p= 0.004

TABLA 6: Anadlisis de la varianza para comparar las frecuencias medias de
quiasmas intersticiales en metafase | entre las especies de Tropisternus.

ltem G.L. S. C. C. M. F P
ESPECIES 5 17.4222 3.4844 7.60 10_5
ERROR 170 70.0096 0.4589 --

TOTAL 175 95. 4318 - -
Contraste:

T.sctiger + T.lateralis + T.mutatus vs. T.flavescens +

T.acaragua + T.sharpi.

il
>f

= 5.1728 Fg y170= 2+35> p= 0.0001




pecies con menor frecuencia. (T. flavescens, T.sharpi y T.aca-

ragua) y T. setiger, T. lateralis y T. mutatus, con frecuencias
de quiasmas mas altas (p= 0,004), mientras quc las diferencias

entre especics dentro de c¢sos grupos no son significativas.

En la tabla 6 sc ven los resultados del andlisis de 1la
varianza para comparar las frccucncias medias de quiasmas in--
tersticiales por célula c¢n metafase I de las distintas espe--
cics. Las diferencias nucvamentce son significativas (p~0). Se
pucde ver en este caso quc hay una marcada diferencia entre cl

Al

grupo de especies_T. setiger, T.lateralis y T. mutatus, con mc

dias superiores a 0.5 y las otras trcs (T.flavescens, T.shar-

pi y T, acaragua) cuyas medias no sobrcpasan 0.2 1 contraste

cntrc estos dos grupos da un valor altamente significativo (p«<

0.001).

E1 ndmero total de quiasmas disminuyc cn forma cvidente
de profase I a metafase I, lo cual  se ponc de manifiesto por -
la total auscncia de bivalentces cerrados en este Gltimo csta-
dio. Este hecho podria explicarse suponicndo que cn cstas c¢s-
pecics los quiasmas terminalizan, de modo que en aqucllos Dbi-
valentes en que s¢ formaron dos quiasmas, uno de c¢llos sc sucl
ta prccozmente entre diacinesis y metafasce I. La freccuencia de
quiasmas intersticiales también disminuye de profasc I a me-
tafasc I, hecho que apoya la hipdtesis de la terminalizacion.,
Para cuantificar cste proceso de terminalizacién sc propuso -
un indice (grado de terminalizacién) que mide la disminucién
porccentual de la frecuencia de quiasmas intersticiales obser-

vada ¢n metalase I con respecto a la frecuencia de los mis- -



mos en profase I.

La formulacidon del mismo es como siguc:

-

- m -
p: N° quiasmas en PI

f—e——— x 100
P

GT

m: N° quiasmas en MI

Este Indice indicaria cuidntos de los quiasmas intersti-

ciales cn profase I dejan de serlo al llegar a metafasc I.

Los valores del grado dc terminalizacidén para las dis-
tintas especcies sc pueden ver en la Gltima columna de la tabla
2. L1 valor cxtremo (100%) corresponde a T.sharpi, en la cual
no se obscrvan quiasmas intcrsticiales en MI. Se puede apre--
ciar quc las espccics conmayor frccuencia de quiasmas interstl

ciales (T. sctiger, T. latcralis y T. mutatus) son las quec pre

sentan menor grado de terminalizacidén, mientras que aquellas -

con menor frecucncia (I. {lavescens, T. sharpi y T. acaragua)

presentan los valores mds altos de cste Indice. Este hecno de-
termina que las diferencias cntre estos dos grupos dc espe--

cies se acent@ien en metafase I,

DISCUSION

De acucrdo a los resultados del cstudio del cariotipo,

en las cspecics consideradas de cste género sc habria consecr-

vado la morfologia cromosémica en cuanto en todos los casos

s¢c prescenta un cariotipo compuesto por cromosomas matacéntri
cos (al mcnos los autosomas y cl X). Ademas, todas las cspe-

cies presentan ¢l mismo mecanismo cromosémico de determina-

cidn del scexo ¢) cual involucra cromosomas X ¢ Y de tamainos



muy distintos y quc sc asocian en la forma tipica del bivalcn-
te en paracaidas (Xyp scgln lq nomenclatura propucsta por Smith
1953). Estc tipo de sistema de determinacidn del scxo c¢s cl mis:
comin dentro dél orden, hccho quec sumado a la prescncia en es-
te género dc un nlmero basico n= 9 de alta incidencia cntrc los

colcopteros (Smith 1950) permitirian suponer que Tropisternus

seria un género reclativamente primitivo.

La conscrvacidén del ndmero fundamental (nF) no ofrcce -
dudas en lo referentc a los autosomas y ¢l X, todos cvidente- -
mente de tipo m.. El diminuto tamafio del y en algunas espccics
no permitc una adccuada caracterizacidn del mismo. En las es-
pcecies donde el tamafio del y permitid distinguir la posicién -
de la constriccidén primaria éste demostrdé ser m,y, probablcmen
te, dado lo conscrvativo dcl cariotipo cn este género, ¢l y de
be ser m en todas las especics. Smith (1951) suponia quec la a-
sociacidn cntrc el X y el y para f{formar cl Xyp requicre la par
ticipacidén de los extremos de ambos brazos dc los cromosomas -
sexuales y, si esto fucra cierto, necesariamente el y sceria m
en todos los taxones cstudiados. Sin cmbargo, dado que la a--
sociacién cn cl Xyp seria no quiasmiatica y mantcnida por un
cucrpo nuclecolar persistente (Jonn y Lewis 1960, John y Shaw
1967) y quec otros autores interpretan la misma como cstableci
da a través dc un fGnico brazo (Guénin 1950), no pucde afirmar
sc con scguridad cuil deberia scer la morfologia del y en aque
l1los casos c¢n que &éste cs puntiforme,

A pesar de la constancia del nGmero cromosdémico, al me
dir la longitud total dcl complemcnto sc observan diferencias

claras cntre las cspecics, sicndo 1la longitud cromosdmica de




la especie con mayor LTC (T.setiger) casi 2.5 veces mayor que

la de las ecspecics con LTC mas bajo (T. mutatus y T. acaragua).

Dado que sc ha demostrado que ¢n gencral cxiste correclacién en
tre LTC y contenido de ADN (Dhnillon 1980, Schifino y Wingec -
1983) es de espcrar que cn estc caso también las diferencias ob
scrvadas sc deban a difcerencias cen contenido de ADN. El1 mcca--
nismo mas comlin para aumento del contenido de ADN cs la dupli-
cacidén génica, proccso quc ademids es de gran importancia c¢n -
la ecvolucién al proveer nucvas copias de genes que pucden acu-
mular mutacioncs sin restricciones salvo lctales dominantes -
por estar en dosis doble, permiticndo asi obtener nuevos genes
capaces de especializarse para cumplir nucvas funciones (ver -
Ohno 1970). La cromatina extra cn algunos casos ticnc la pro-
piedad de alterar los patrones dec formacidn de quiasmas, y,con
el objcto .de detectar efectos de este tipo en las cspecics de
este género, sc compararon las {frccuencias de quiasmas entrec -

las distintas cntidades taxondmicas.

El primer hecho destacable c¢s quc habria un control bas
tantc estricto de la formacidén de quiasmas, puesto de manifics
to por la ausencia de bivalentes que presenten mas de un quias
ma ¢n cl mismo brazo, 1o cual Implica un [cnémeno dc interfc-
rencia muy marcado dentro de cada brazo. Sc observaron cn cam
bio bivalentes cerrados (con dos quiasmas, uno cn cada brazo)
en profasc I, aunque cn baja frecuencia. En metafase I es no-
table cn todas las cspecies la ausencia de bivalentes cerra-
dos y la menor freccuencia dg quiasmas intersticiales y tota--
les con respecto a profase I, Estas diferencias han sido atri

buidas a la ocurrcncia Jde terminalizacién, de modo que los -



bivalentes cerrados sc abren por liberacidn de un quiasma y -
los quiasmas intersticiales se desplazan a posiciones mas ter-

minales.

Si bien todas las especies coinciden cn presentar una -
baja {recuencia de quiasmas, al comparar mediante andlisis de
la varianza las medias de nimero total dc quiasmas cn profase
I y nimero de¢ quiasmas intersticialescn profasc y metafasc I -
entrc las especics, las diferencias encontradas fueron signifi

cativas en los tres casos.

Para la comparacidn del nlGmero total de quiasmas (o dc
bivalentes cerrados, dada la correclacidén entrc estos paramctros)
el valor significativo del cstadistico se debe prinicipalmente

a las diferencias entre T, sharpi y ¢l resto de las cspecics.

Por otra partc, cn ¢l caso de los quiasmas intersticialcs las
diferencias mas importantes se dan entre dos grupos de espe--

cies, constituidos respectivamente, por T. setiger, T. latera--

1is y T. mutatus por un lado y T. acaragua, T. flavescens y T.

sharpi por otro.

La especcie con mayor frecucncia de bivalentes cerrados
¢s al mismo ticmpo la que prescnta la menor frecucncia de -
quiasmas intecrsticiales, Esto podria cxplicarse suponicndo -
que las especices difieren cn la determinacién de la localiza-
cién del primer quiasma, distancia diferencial (d) de acucrdo
al modclo dec Mather (1937), pero no difiercn cen la distancia
de interferencia (i). Si la distancia i c¢s de longitud cerca-
na a la de los cromosomas mis largos, la formacibén de un -

quiasma intersticial excluirfa la formacién de un segundo quias



ma y, por ende, la formacidn dc bivalentes ccerrados. Este sc--

ria el caso de la cspecic T, sctiger quc posce la mayor frccuen

cia de quiasmas intersticialcs y la menor frccuencia de bivalen
tes cerrados. El extremo opucsto corresponde al caso de T.shar-
pi cn la cual el primer quiasma sc formarfia cerca del extremo -
y eso permitiria la formacidn de un scgundo quiasma con mayor -
frecuencia que en las otras cspecies. De cste modo, a una baja
frecucncia de quiasmas intcrsticiales correspondc una mayor fre
cuencia de bivalentes cerrados. Efcctivamente, representando -
la distribucidn de las cspecies cn un sistema de cjes frecuen-
cia de bivalentes cerrados en funcidén de {reccucncia de quias--
mas intersticiales (fig.d4) se ve que dentro de los grupos . dc¢
espccies con tamanos cromosdémicos scmejanies. (T. sharpi, T.

flavescens y T. setiger por un lado y T. mutatus y T. acaragua

por otro) sc da una corrclaci6én inversa cntre [recucncia de bi

valentes cerrados y [recucncia de quiasmas intersticialces.

En funcidon de la disminucidn de la {rccuencia de quias-

mas intersticiales sc¢ definid un coeficiente, el grado de ter-

minalizacidén que es una medida del desplazamiento de los quias

mas de segmentos intersticiales a regiones terminales que ocu
rrc de profasc I a metafasc I. Los valorcs dc cste cocficien-
te fucron cn general mas altos en las cspecics que presentan

menores [recucencias de quiasmas intcrsticiales (T.sharpi, T, -

acaragua y T. flavescens) que cn las cspecics con frecucncias

mayores (T. sctiger, T, latecralis y T. mutatus) lo cual indi-

caria quc en las primeras 1os quiasmas terminalizarfan mds ri
pido, - por lo cual cn cllas la disminucidén porcentual del ni-

mero de quiasmas intersticiales por cflula es mayor. Esta dis-
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FIGURA 4: Grafico representando las especies de Tropisternus sobre
un sistema de coordenadas frecuencia de bivalentes cerrados en fun
cion de la frecuencia de quiasmas intersticiales. Cada especie es-
ta representada por un ovalo cuyo centro coincide en el grafico
con la media de los parametros indicados correspondiente a la mis-
ma, y los ejes vertical y horizontal simbolizan respectivamente
los errores estandar de la frecuencia de bivalentes cerrados y de
nimero de quiasmas intersticiales por célula.




minucidén difercncial dcl nGmero dc quiasmas intersticiales dc-
termina que las diferencias en la {rccucncia de estos quiasmas
entre los dos grupos dec espccles sc hagan mids notables cn meta

fasc I.

De acuerdo a las obscrvaciones realizadas sc podria con
cluir quec en estc género sc han mantenido las caractcristicas -
gencralcs de la morfologfa cromosdmica, pero, atn dentro de la
poca variabilidad en el comportamicnto mcidtico, las especics
presentan diferencilas observables. No pucde en funcidn de es-
tos datos decidirse la probable funcidn de tales difercncias -
por la imposibilidad de difercnciar causa dec efecto. Es decir,
estas variaciones podrian'scr las causantes o s6lo un subpro-
ducto dcl proceso de especiacidon, pero de todos modos es de
esperar que las condiciones de¢ los quiasmas, por su in{luencia
en el comportamicnto rcgular de los bivalentes en la mcilosis y
en la rccombinacidn genética, que pucde ser una importante fuen
te dec variabilidad, tenga algin s{gnificado adaptativo. Dec las

difcrcncias obscrvadas las mas importantes de destacar son las

encontradas entre T. latecralis y T. [lavescens., Estas dos cn-

tidades fueron consideradas subespecies, es decir, respectiva

mente T,lateralis lateoralis y T.lateralis f{lavescens. Sin embargo,su
verdadera catcgorfa taxondmica presenta cicrtas dudas segin -
criterios morfolégicos (Bachmann, com. pers.). Ademis, cstos

dos grupos son simpitricosen muchas localidades, y cn cste tra
bajo los ejemplares de Tucumdn de ambas especcics fueron colec
tados cn la misma charca, no habiéndosc cencontrado ninguna lor
ma morfolégicamente intcrmedia. Los datos obtenidos en cste ¢s

tudio citogenético mucstran diferencias marcadas centre cstos



dos taxones en cuanto a tamafio cromosdmico, freccuencia de biva
lentes cerrados, {recuencia de quiasmas intersticiales y grado
de terminalizacidn. Por su LTC T. flavescens sc¢ relaciona mas

-

con T. setiger y T. sharpi que con T. latcralis, y en el grafi

co de bivalentes cerrados en funcidn de quiasmas intersticia--

les las posiciones de T.flavescens y T. lateralis aparccen cla

ramcntc scparadas.

Estas obscrvaciones apoyarian la hipdtesis de que T. flavescens

y T. lateralis presentan diferencias suficientemente grandes -

como para ser consideradas eSpecies distintas.




- ESTUDIOS EN ORTOPTEROS -

INTRODUCCION

Las reestructuracioncs cromosdmicas cn los ortépteros
frecuentemente sc¢ reclacionan con procesos de difercnciacidn ra
cial y especciacidn (White 1957a, 1978, Sacz y Pérez Mosqucra -
1971, Shaw 1976), y, por otra partc, situaciones de polimorfis
mos para la presencia dec bivalentes hetcrombéficos, transloca--
ciones, fusioncs céntricas y variaciones numéricas del carioti
po han sido descriptas en numerosas cspecies de estec orden -

(White 1973a, Hewitt 1979).

Estas mutaciones cromosOmicas, desde su origen,tendrian
influencias sobre el comportamicnte meidtico de los portadores
quc en algunos casos pucden llcgar a scr muy importantes. El
mantenimiento de tales polimorfismos en las poblaciones depen-
derd fundamentalmente de la interapcién cntrc los distintos c-
fectos de los rcordcnamicntos sobre la meciosis,aunque no de-
bc descartarsc un posible cfecto sobre el exofenotipo. E1 cs-
tudio dec los reordenamicentos que ocurren cn poblaciones natura
les cs muy importantec para tratar de determinar c¢l posible pa-
pel de tales mutaciones y sus influcncias sobre la recombina-

cidn y otros procesos.

Hay en lu litcratura una scric de trubajos refleridos al
estudio de la influcencia de distintas alteracionces cromosoml -
cas sobrec la formacidédn de quiasmas cn difcrentes especiecs de
ortopteros (llewitt y John 1965, John y lewitt 1966a, Sannomi-

va 1968, Shaw 1971b, llewitt 1979), pero en muchos casos los



resultados son discordantes, variando scgln la cspecie consi-
derada.

En el presente trabajo se analizan poblaciones natura-
les de cuatro cspeccics pertenccientes a tres géneros de ortép-

teros de la familia Acrididac. Dado que 10s problemas estudia-

dos en cada caso son algo difercntes, se comentardn scparada- -

mente los rcsultados obtenidos para cada género.

A) Staurorhectus longicornis

Introduccién:

Las informaciones previas sobre las caracteristicas ci-

tolégicas de S. longicornis G. Tos eran sumamente escasas, sO-

lo referidas al namero gamético y basadas en el ecstudio de sd
lo unos pocos ejemplares (Sdacz 1956b, Mesa 1956, Mesa ct al. -
1982). D¢ acuerdo a las mismas csta cspecic prescenta 11 biva-

lentes autosdmicos y un wnivalente (X) en la meciosis del ma-

cho.

En cl presente estudio se completd csta informacidn a
través del cstudio del cariotipo, utilizando técnicas conven-
cionalcs y de bandeco C, y del comportymicnto meidtico. Sc de-
tectd ademids la existencia de polimor{ismos cromosomicos, por
lo cual sc utilizd cste material para tratar de obscrvar si -
tales rcordenamicentos podian alterar de alguna mancra los pa
trones dc formacidén de quiasmas, cstudiando en &l las variacio
nes cen las frocﬁcncias, localizacidén y terminalizacion dec quias
mas.=. Resultados preliminarces de este cstudio han sido ya co

municados (Vilardi 1981b).




Resultados:

i) Cariotipo

El cariotipo de S. longicornis fue determinado mecdiante

el estudio de células en divisidn gonial y en anafase I y mcta
fase II de la mciosis. En la mayorfa de los individuos cstudia
dos clnimero cromosdOmico cra 2n=23, sicndo ¢l mecanismo cromo-‘
sémico de determinacién del sexo de tipo XX @o/X0 dd. Lstas ca
racteristicas por lo tanto correspondcerian al cariotipo bidsico
de la especic, Los autosomas puecden scr agrupados en tres pa--

res larpos (L1-L3), scis mecdianos (M4-M9) y dos pequeciios (S10-

S11) (fig. 5).

La longitud dcl cromosoma X rclativa a la de los auto-
somas varfa en los distintos estadios analizados como conse--
cuencia de la contraccién difcrencial de este cromosoma quc -
presenta un ciclo de condensacién-decondensacidn diferente del
resto de los cromosomas, pero en promcedio es similar al par L3.
Durante la profasc meidtica cl X es heteropicndtico positivo,

como cn la mayoria dec las cspecies de ortdpteros (fig. 5B, 8C).

Todos los cromosomas tliencn centromeros terminales, de
modo que, al menos a nivel del microscopio 6ptico, no existe
un brazo corto distinguible. Por csta razdn cllos pucden scr

denominados t de acucrdo a la nomenclatura propucsta por Le--

van ¢t al.(1964) o simplemente telocCntricos si sc acepta que
cste tipo de cromosoma pucda realmente existir como lo postu-
lan John y llewitt (1968) y llewitt y John (1971). E1 X prescen-

ta una constriccidn sccundaria, probublcemente organizadora nu
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FIGURA 5: A) Cariograma representativo del cariotipo basico de S.
longicornis. B) Célula en diploteno en la cual se sefiala la cons-
triccion secundaria procéntrica en el X (flecha). C) Célula en me-
tafase | del individuo heterocigota para la fusién L2-L3 mostrando
el correspondiente trivalente en orientacién alterna (flecha).




cleolar, procéntrica (cercana a la regién ccentromérica) que de-
termina un satélite lineal ¢l cual abarca la mayor parte del
brazo cromosdmico (fig. SB). Lsta constriccidén fuc mas clara--
mente visible cn profase mecidtica, éspccialmcntc en diplotcno,
mientras que en metafase I, metafasc Il y metafasc gonial se
hace menos evidentc como consecuecncia de la mayor contraccidn
cromosdmica y de la desintecgracién del nucleolo caracteristica

de estos cstadios.

Los individuos quc prescentaban este cariotipo bdsico tc

nian meiosis regular, formando invariablementc 11 bivalentes+X

(fig. 5B)

ii) Fusidén céntrica

Uno de los 35 individuos analizados de la poblacidn AR
tenia su cariotipo compuesto por 2n= 21 AA + X, sicndo uno de
sus cromosomas de tipo sm (submectacéntrico). Este cromosoma se
habria originado por {fusidn céntrica entre un cromosoma del -
par L2 y uno del par L3 (fig. O6A). Durante la mciosis estc in

dividuo formaba invariablemente 1 III + 9 IT + X (fig. 5C).

El cstudio dc¢ la cooricntacidén centromérica,basado cn
la obscrvacién de diez c€lulas en cada estadio, indicd quc en
anafase I los centrdomeros no hombélogos dc los cromosomas libres
L2 y L3 sc oricntaban sicmprc hacia el mismo polo, micentras -
que ¢l centrémero del cromosoma fusionado L2-3 lo hacia ¢l po
lo opucsto (fig. 6B). Esto ocurria a pesar dec que cn métalasc
I la orientacidn del trivalente ecra lincal o alterna con -
aproximadamente la misma frecuencia. La forma de segregacién

obscrvada en anafasc 1 conduciria a la produccidn de gamectas



_A u/
1‘“‘ :.J} '

L1 L2 a3 s X {
AR B8 %8 B0 1) »o
M 4 5 6 7 8 9
e e
S 10 1 —10pL

A
1 4
4’.,’ o
"‘\A( »
i
»
v
ad
< s )

X <

16 y B 16 v C

FIGURA 6: A) Cariograma en anafase | del heterocigota para la fu-
sion L2-L3. B) Anafase | y C) metafase || del mismo individuo: en
ambos casos el submetacéntrico producido por la fusidon (flecha) mi-
gra (o ha migrado) a un polo, mientras que los cromosomas no fusio-
nados L2 y L3 (puntas de flecha) lo hacen juntos hacia el opuesto.




balanceadas, lo cual estaria apoyado.por la obscrvacidn de cin
co pares de células hermanas cn mctafasc II en las cualcs se
vio que siempre el fusionado L2-3 se encontraba cn una de 1las
ctlulas micntras que los dos cromosomas libres L2 y L3 estaban

en la otra (fig.o6C).

111) Scgmento supernumerario

En tres individuos de AR y dos dc PQ cl paf L2 cra he-
‘teromdérfico por la presencia de un segmento proximal heterocro
matico adyacente a la regidn centromérica, la cual permancce -
en c¢l extremo.

El segmento supernumerario ¢s claramentc visible en paquitcno
en todas las células analizadas (fig. 7A). En diplotcno ¢l he-
teromorfismo sc hace alGn mias cevidente debido a que una cons--
triccibn clastica separa el scgmento supernumcrario, asociado
con la regidn centromérica, del resto decl cromosoma (fig. 7B).
Esta constriccidn no sc observé cn los individuos carentes del
scgmento supernumcrario y si era caracteristico cn todos los
heterocigotas para ¢l bloque heterocromiatico extra, razdén por
la cual se¢ suponc quc ambas estructuras cstarian relacionadas

A
de alguna mancra.

En diacinesis la constriccidén sigue siendo visible pero
ya no tienc cl aspecto cstirado del estadio previo, debido pro
bablemente a la mayor condensacién dc la cromatina, y [{inal-
mente cn metafase I, al aumentar adn mias la condensacidn sc -

hacce muy dificil de distinguir.

En los heterocigotas sc estudié un gran namero de ctélu
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FIGURA 7: A) Célula en paquiteno de un heterocigota para el segmen-
to supernumerario en el par L2. La flecha sefala al segmento extra
desapareado. B) Diploteno de otro individuo portador de la misma re-
estructuracion. El bloque heterocromatico supernumerario se encuen-
tra separado del resto del cromosoma por una constriccion elastica
(flecha). C) Cariograma de un heterocigota para el segmento super-
numerario. Flecha = constriccion.




las, no habiéndose cncontrado cvidencias que sugieran un ori--
gen por translocacién del segmento cxtra. La localizacidén proxi
mal del bloque determind que los quiasmas se produjeran sicmpre

distalmente. La consccuencia ¢s que el scgmento segrega invaria

blemente durante la primera divisidn mcidtica.

En los individuos hectecrocigotas sc pudo estudiar el cario
tipo analizando células en divisidn somitica. El cariograma re-
prescntativo del cariotipo (fig. 7C) mucstra quec cl par L2 e¢s
ﬁctcromérfico y en el cromosoma portador se puede ver que la
posicidén del centrdmero ¢s terminal y que la constriccidn sc--

cundaria scpara cl bloquec heterocromitico del resto del brazo.

iv) Inversion pericéntrica

Uno de los individuos de AR exhibia un bivalentec heter-
romorfico correspondiente al par M8 (fig. 8A). Este bivalente
prescntaba uno de sus micmbros mas condensado y formando un an
gulo recto con su homdlogo. Este hecho fue interpretado como
la ocurrencia de una inversion pericéntrica que abarcaria prac
ticamente cl brazo cromosdémico cntcro. La consecucncia de esta
reestructuracién seria un desplazamiento del centrémero de un
extremo del cromosoma al otro, sin que se modifique aparente--
mente la morfologia que seguiria siendo la de un cromosoma t
Los quiasmas no podrian ocurrir decntro del secgmento inverti--
do, por 1o cual quecdarian restringidos a las regioncs teclomé-
ricas. La suposicidn dc que pucda producirse scbrecruzamicento
cn un scgmento tan reducido tiene su apoyo en que cn cste Or-

ganismo sc observaron durante c¢l prescente estudio bivalentes

diticticos y ¢stos sc consideran como debidos a 1la (ormaciédn
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FIGURA 8: A) Célula en diploteno del individuo de S. longicornis
heterocigota para la inversién pericéntrica en el par M8. La fle-
cha sefiala al bivalente heteromérfico. B) Paquiteno tardio-diplote-
no mostrando la constriccién procéntrica del X distendida (flecha).
C) Paquiteno de un individuo que presenta dos constricciones elds-
ticas en el cromosoma X (flecha). D) Paquiteno de un heterocigota
para una constriccién-elastica en el par L3 (flecha).




de un quiasma dentro de la regidén centromérica (John y lewitt

1966b) o ¢n un brazo corto no visible (White 1973a).

v) Constricciones clasticas

En ¢l curso de este estudio se¢ detectaron constriccio--
nes elasticas que ocurrian en distintos cromosomas, Una de -
ellas fue ya descripta cn ¢l par L2 reclacionada con el polimor
fismo para el scgmento supernumcrario observado en el mismo par.
Ademis dec &ste, sc encontraron estructuras similares en cl cro

mosoma X y en cl par L3,

Como se indicdé mas arriba, cl cromosoma X presentaba en
todos los individuos una constriccidén procéntrica. En uno de
los individuos de¢ la poblacidn AR csta constriccidn prescataba
un aspeccto extremadamente estirado.(fig. 8B), condicidn que -
era particularmente evidente en diploteno. En otro individuo -
dc la misma poblucién el X presentaba una segunda constriccidén
en posicidn mediana, ¢stando en este caso ambas constricciones
cstiradas, de modo quc ¢l cromosoma presentaba un aspecto tri-
partito (fig.8C). Ln mectafasc I las constriccionecs no c¢staban

ya estiradas y tenian un aspecto normal.

Un individuo de¢ AR mostraba hetecromor{irmo en ¢l par -
L3 pucsto dc manificesto por la formacidén de una constriccion
elistica cn uno dc sus miembros. En paquitceno csta caracteris-
tica podia versc muy claramente (fig. 8D), pero en los esta--
dios posteriores, a medida que la condensacién cromosdmica pro

gresa sc hacc menos cvidente.

vi) Teecuencia de quiasmas

Los estudios de las [recucncias de quiasmas sc dirigie-



ron hacia la resolucién de tres tipos dc problemas. El primero
de ellos se reficre a la ocurrencia o no dc¢ terminalizacidn dc
quliasmas en cste organismo desde c{ periodo de diploteno a -
metafase I. E1 segundo aspecto se relaciona con ¢l cstudio de
la variabilidad en frecuencia y distribucidn de quiasmas dentro
de 1la espccie (entre y dentro de poblaciones). Finalmente cl -
tercer item considerado fue ¢l analisis dec una posible correla
cién cntre las variacioncs de las {reccuencias de quiasmas y la

presencia de un determinado rcordenamicnto cromosdmico.

vi-a) Terminalizacidén de quiasmas

El analisis de la terminalizacidén sc 1lecvé a cabo me--
diante la comparacidn de las frecnencias de quiasmas en los es
tadios de diplotcno, diacinesis y metafasc I. En primer térmi-
no sc compararon las frecuencias mcdias de quiasmas totales -
por célula (tabla 7) mediantc un anilisis dc la varianza de
dos factores (individuos x estadios) estudiando en 13 indivi--
duos de ambas poblaciones cinco células cn cada estadio por in

dividuo.

El andlisis estadistico (tabla 8) dcmostrd la existen-
cia dec diferencias altamente significativas cntre individuos
y entrc estadios (p<0.01) y una interaccibén no significativa
(p? 0.05) entre estadio x individuo, Se rcalizaron comparacio-
nes entre cstadios utilizando el mcétodo de contrastcs de Sche-
ffé (1959)y éstas indicaron que nay diferencias altamente sig
nificativas entre diploteno y los cstadios subsiguicntes (p<001).
pero diacinesis y mectafase I no difieren significativamente -

cntre si (p> 0.05). Estos resultados demucestran que ¢l nimero



TABLA 7: Frecuencias medias y error estandar de quiasmas totales por célu-
la para diploteno, diacinesis y metafase | en Staurorhectus longicornis.

|
Estadio Frec. E. E.

DIPLOTENO 12.877 0.307
DIACINESIS 12.477 0.165
METAFASE | 12.246 0.237

‘TABLA 8: Analisis de la varianza para la comparacién del ndmero tota! de
quiasmas por célula entre diploteno, diacinesis y metafase | en S.
longicornis.

| tem G.L. S. C. .C. M. F p
ESTADIOS 2 13.2410 6.6205 6.94 0.001
INDIVIDUOS 12 194.0000 16. 1667 16.95 ~ 0
INTERACC I ON 24 28.4923 1.1872 1.24 0.213
ERROR 156 148.8000 0.9538 --

TOTAL 194 384.5333 nias ="

Contrastes:
Diploteno vs. Diacinesis + Metafase |
f

—|= 3.47 F=6.02 p = 0.003
f

Diacinesis vs. Metafase |

—g— = 1.35 F=0.91 p = 0.400
f




total de quiasmas por célula tiende a disminuir de diploteno a

estadios posteriores,

Scguidamente se¢ procedid a estudiar si habian variacio-
nes en los patrones de distribucidén de quiasmas, considerando
la relacidén entre nimero de quiasmas intcrsticiales/nGmero de

quiasmas totales.

Las medias obtcnidas para este paridmetro sc pueden c¢n-
contrar en la tabla 9. La comparacidén de estos valores se rea-
11z6 emplcando ¢l mismo método que c¢n el cstudio de nlmero to
tal de quiasmas, y los rcsuitados (tabla 10) indicaron que las
difercncias entre estadios son altamente significativas, al -
igual que las difercncias entre individuos (p¢« 0.01), mientras
que la interaccidn cstadio x individuo no c¢s significativa --

(p> 0.05).

Los contrastes, por su parte indicaron difercncias al-
tamente significativas (pg0,01) cntre diploteno y los otros
dos cstadios, y también cntrc diacincsis y mectafasc I. La con
clusidn de estos resultados seria que la ubicacidén de 1los -
quiasmas varia de diploteno a metaflase I en forma continua.De
diacinesis a metafasc I cl nimero total dc quiasmas no varia-
rfa (tabla 8), pero la proporcidn dc quiasmas intersticiales
cn cl primer estadio es mayor que cn el segundo, lo que impli
caria un desplazamiento de los quiasmas de regiones intersti-

ciales a scgmentos mis terminales.

vi-b) Variaciones intracspecificas de las frccuencias de quias-

mas,

Dadas las variaciones entre individuos obscrvadas en cl



TABLA 9: Frecuencias medias de quiasmas intersticiales/quiasmas totales por
célula en diploteno, diacinesis y metafase | en Staurorhectus longicornis.

Estadio Frec. E. E.
DIPLOTENO 0.522 0.003
DIACINESIS 0.420 0.003
METAFASE | 0.338 0.003

TABLA 10: Analisis de la varianza para comparar los valores de proporcidn
de quiasmas intersticiales por célula entre diploteno, diacinesis y metafa-
se | en S. longicornis.

| tem G.L. S. C. C. M. F p

" ESTADIOS 2 1.1005 0.5503 L8.61 ~N 0
IND{VIDUOS 12 2.5071 0.2089 18.46 ~ O
INTERACCION 24 0.3159 0.0132 1.16 0.28
ERROR 156 1.7657 0.0113 --
TOTAL 194 5.6892 ~-- --

Contrastes:

Diploteno vs. Diacinesis + Metafase |

—|{= 8.85 F=39.16 pe~o0
S
f

Diacinesis vs. Metafase |

-;—= h.36 F=9.50 p = 0.0001
f




paragrafo anterior, se decidid comparar las dos poblaciones,AR
y PQ, en funcidén de sus respectivos patrones de frecuencia vy

distribucidn dc quiasmas en diplotcno.

En primer término sc¢ compararon las mcdias de niimero to
tal de quiasmas por célula cstudiando 19 individuos de AR y 16
de PQ, mediante cl andlisis de aproximadamentc 10 células por
individuo (tabla 11),.
El método estadistico emplcado fue un andlisis de la varianza
de un factor para nuestras anidadas (individuos dentro dc po-
balcidén) (tabla 12). Los recsultados dec esta prueba indicaron -
que . las diferencias centre las poblaciones no cran significati-
vas (p> 0.05), pero habrian diferencias altamente significati-

(p«0.01) entre individuos dentro de cada poblacidn.

wn

va

Las medias dc quiasmas intersticiales/quiasmas totales
por célula de las dos poblaciones (tabla 13) fucron compara--
das mcdiante el mismo método que sc usd para quiasmas totales.
Los recsultados (tabla 14) son similarcs a los anteriores cn
cuanto no mucstran diferencias significativas cntre poblacio-
nes (p> 0.05) pero si se observan difcrencias intrapoblacio-

nales significativas (p«0.01).

vi-c) Reordenamientos y frccucncias de quiasmas

Para tratar de determinar si las variacioncs cntrc.in-
dividuos sc podfan corrclacionar con la precscncia de rcordena
micntos cromosdémicos, se rcunicron los datos dc ambas pobla--
ciones, dado quec éstas, como se¢ demostrd, no dificren signifi

cativamente, y con los valores de frccuencia de quiasmas tota




TABLA 11: Frecuencias medias de quiasmas totales por célula en las pobla-
ciones AR y PQ de Staurorhectus longicornis.

poblacion media
AR 12.584
PQ 13.125
TOTAL 12.817

TABLA 12: Andlisis de la varianza para comparar las poblaciones AR y PQ
de S. longicornis en cuanto a su frecuencia media de quiasmas por célula.

Item G.L. S. C. C. M. F p
POBLAC 1 ONES 1 24,6961 24.6961 2.37 0.133 ,
INDIVIDUOS 33 344.5776 10.4417 7.12 ~ 0
ERROR 307 450.2000 1.4664 --

TOTAL 341 819.4737 --- i




TABLA 13: Frecuencias medias de la relacién quiasmas intersticiales/quias-
mas totales en las poblaciones AR y PQ de Staurorhectus longicornis.

\

. Poblacion media
AR 0.L66
PQ 0.519
TOTAL 0.490

TABLA 1h4: An3lisis de la varianza para comparar las medias de quiasmas in-
tersticiales/quiasmas totales de las poblaciones AR y PQ de S. longicornis.

Item G.L. S. C. C. M. F p
POBLAC |ONES 1 0.0092 0.0092 0.54  0.468
IND IV I DUOS 33 5.5637 0.1686 13.65 ~ 0
ERROR 307 3.7909 0.0123 --

TOTAL 341 9.3635 - -




les y la rclaci6ébn quiasmas intersticiales/quiasmas totales en
diploteno, se realizaron sendos histogramas (fig.9A, 9B). La -
media de quiasmas totales (fig. 9A, tabla 11) fue 12.817 con
una amplia dispersidén, como se¢ espera dadas las grandes difc--
rencias entrc individuos (tablas 8 y 12). Sobre el grafico se
indica el tipo de recarrcglo estructural observado en los indi-
viduos pertcnccicntes a cada intervalo de frecucncia, de modo

que se pucdc ver quc los individuos con rcordcnamicentos sc dis
tribuyen sobre bucna parte del rango dc la distribucidn cncon-
trindosc individuos con segmento supernumcrario a ambos lados

de la media, de manera que no se puede rclacionar ningin rcor-
denamiento con ninguna tendencia respecto de la frecuencia de

quiasmas.

E1 histograma para quiasmas intersticialcs /quiasmas to-
tales (fig, 98B) conduce a conclusiones similares, esto es, los
individuos con reestructuracioncs se distribuyen a ambos lados

de la media.
vii) Bandeco C

La t€écnica de bandco C permitid caracterizar los biva--
lentes en diploteno de acuerdo a su patrdn de bandco. La fi-
gura 10 muestra un cariograma mcidtico bandecado cn cstc esta-
dio. En 61 sc pucden ver regiones C positivas intersticiales
y tcloméricas en varios bivalentes. E1 X y el par M7 son to--
talmente heterocromidticos, por lo cual este Gltimo pucde con-

siderarsc ¢l mcgameérico de csta espccie.

Las bandas hctcrocromiticas son también visibles cn pa

quitecno, pero de diacinesis a estadios postcriores son menos
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FIGURA 9: A) Histograma de distribucién de frecuencias para el
promedio de nimero total de quiasmas por célula en diploteno inclu-
yendo individuos de las poblaciones AR y PQ de S. longicornis.

B) Histograma de la distribucién de frecuencias para la proporcidn

e quiasmas intersticiales a totales en diploteno. En ambos histogra-
mas los individuos portadores de reordenamientos cromosdmicos estan
representados por medio de simbolos dentro del correspondiente in-
tervalo de frecuencias, a la altura de la ordenada correspondiente
al nimero de individuos observados. S: segmento supernumerario en

el cromosoma L2; W: dos constricciones elasticas en el X; X: una
constriccidén eldstica en el X; |: inversién pericéntrica heteroci-
gotica en el par MB; C: heteromorfismo para una constriccidn en el
par L3; F: heterocigosis para fusion céntrica ent-2 los pares L2-L3.
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distinguibles a medida que la.condensacién de la cromatina au-

menta.

Discusiodon:

i) Estabilidad del cariotipo

El cariotipo de S. longicornis puede ser considerado -

primitivo por cuanto corrcspondc al esquema bidsico de la fami
lia Acrididac: 2n=23 cromosomas monobraquialcs en los machos
y un-'mecanismo sexual de tipo X0 dd/XX g (White 1973a, He--
witt 1979). La constriccién procéntrica en cl X es también
~una caracteristica rclativamentce {rccucntc cn estce grupo.Con
todo, el cariotipo y el comportamiento mecibético cn esta cspe-
cie no son tan estables como podria suponcrse a partir de sus
caracteristicas.gcneralcs, ya que sc detectaron alteracilones
del esquema basico en 10 de 60 individuos analizados. En el
caso dec las altcraciones cncontradas en individuos Gnicos no
pucde determinarsc en funcidn de los datos prescntes si se
estid cn prescncia de un verdadero polimorf{fismo o si 10S por-
tadores son simplementes mutantes cspontidncos recientcmente
aparccidos. A este respecto, los criterios comunmente utili-
zados para considerar quec una poblacidén es polimdrfica ecs -
que la variantc mcnos frecuentc esté cn una frecuencia no me
nor del 5% (criterio mis restrictivo) o no mcnor del 1% (cri

terio miis amplio) (Dobzhansky ct al. 1980).

LLos individuos con inversifn pericéntrica, fusidn ctn-
trica, constriccién clastica en ¢l par L3 y una o dos constric

ciones clésticas en el X todos proviencn de la poblacién AR,
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cuyo tamafioc mucstral era de 35 individuos. La frecuencia de ca-
da una de las altcracione$ en autosomas (inversién, fusién vy
constriccién en L3) serfia de 1.4%, micntras que la frecuencia
de las alteraciones en e¢l X seria de 2.8% (para autosomas --

y para el X q__1 ).

qu._1 X
T2 5 3

W] =

Las frecuencias observadas estarian por lo tanto entre
los dos valores criticos y, por ser cventos Gnicos dentro dc -
la muestra, no pucde tomarsc una decisidn scgura. Por otra par
te, los segmentos supcrnumerarios si pueden ser considerados cn
un estado polimérfico, puesto que su frecuencia estimada en AR
y PQ fue de 0.04 y que, dado el.tamaio de Jla muestra es conve--

nicnte optar por el criterio mds amplio.

ii) Constricciones eldsticas

White (1957b) describi6é cn Keyacris {(antes Moraba ) scu-
rra_ la presencia de bivalentes héteromérficos con segmentos -
cromosdmicos extrcmadamente estirados durante la primera divi-
si6én meidtica, dcnominando a estos Segmentos ''constricciones -
elisticas'". Desde cntonces a la fecha tales constricciones han
sido observadas en muchos otros ortdépteros. Lstas ocurrcn in-
variablemente cn cromosomas megaméricos que conticnen ¢l orga
nizador nuclcolar, mientras que cn otros cromosomas SC cncon-
tré que esta cxtensidn sc desarrollaba sélo cn aquecllos casos
en que el organizador sc c¢ncucntra centre ¢l centrémero y un
quiasma localizado distalmentc a éste. (John,1976). En S.lon-
gicornis se obscrv6 cn este estudio que sc producian constric

ciones clisticas cn ¢l X, que por su condicidédn dec univalcnte



durantc la meiosis en el macho no pucde formar quiasmas,contra-
diciendo por lo tanto las observacioncs previas. Las constric-
cioncs observadas cn autosomas se¢ encontraban cn todos los ca-
sos situadas contiguamente a la regidén pericéntrica y en uno
dc los casos sc pudo demostrar una clara relacidn entrc la cons

triccidn y un segmento supernumerario heterocromitico.

Las obscrvaciones en S. longicornisy ¢l hecho que 1las

constricciones elidsticas scan comuncs en ¢l par megamérico ha-
cen suponer una posible vinculacidn entre tales extensiones y
la heterocromatina. In los casos precscentados cn este estudio,
parecc poco probable que todas las constricciones elasticas -
scan organizadorecs nuclecolares, lo cual concucrda con John -
(1976) quc considecra improbable que todas las constricciones

elasticas corrcspondan a organizadorcs nuclcolares estirados.

iii) Segmento supcernumerario

E1l segmento supernumcrario cncontrado cn este trabajo
presenta caracterfisticas similares a las observadas por Shaw

(1971a) cn un mutante de Schistocerca gregaria,cn el cual 1la

heterocigosis fue detectada en 14 de 24 foliculos analizados.
En este mutantec no sc halld cvidencia de movimiento de matc-
rial entrc cromosomas, descartando la translocacidn como-me -
canismo de¢ origen del segmento, por lo cual se suponc quc ecl
bloque extra habria surgido 'de novo" a través de un proceso
de duplicacion y heterocromatinizacioén. En cl caso prescnta-
do aquf los folfculos no sc analizaron individualmente dado

que la mayorfa dec los preparados se hiciecron por dispersidn,



pero el segmento cra claramente visible en todas las células -
estudiadas (mis de 60) en paquiteno y diploteno, de modo que -
puede considerarse que no sc trata de un mosaico sino quec los
cinco individuos pdrtadorcs (3 AR + 2 PQ) scrian heterocigotas
para el segmento. Por analogia con ¢l caso descripto por Shaw

podria suponerse que también en este caso cl origen del seg--

mento seria una duplicacién. Cabe sin embargo la posibilidad -
de que una translocacidn desigual entrc la recgidn adyacentc al
centrémero del X , incluyendo la regidn pericentromérica y 1la
constriccién procéntrica, y la regidn periccentromérica de un

cromosoma L2 haya producido un cromosoma X no funcional (por -
pérdida del centrfmero) que se perderia y un cromosoma L2 que
habria incorporado la hecterocromatina pericentromérica y la -

constriccién del X ,

Un hccho notable del caso descripto cn este trabajo es
que ¢l scgmento ocurrc en uno de los cromosomas largos, mien-
tras quc en la mayoria de los casos registrados previamente -
este tipo de reordcnamiento ocurria en cromosomas pequeciios --

(John 1973).

iv) Inversidn pericéntrica

La inversidn aqul dcmostrada es similar a la descripta

por Sicz (19063) fijada cn cl nco-Y dc Dichroplus bergii.En el

caso presentado en este cstudio se suponc que como consccucn-
cia de la inversién pricticamentce todo el cromosoma, salvo las
regiones terminales, tendria su sccuencia invertida con res--
pccto a la original (fig.11). IEn paquiteno no sc¢ obscrvaron

asas dc¢ inversién por lo que sc¢ supone que las zonas dec aparca
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FIGURA 11: Interpretacion del bivalente heteromérfico observado en
la figura 8A. A) Ordenamiento original. Las flechas indican los
puntos de ruptura. B) Inversién. Las dreas punteadas no estan in-
cluidas en la inversidon y constituyen las regiones de formacidn de
quiasmas. C) Esquema del apareamiento y apariencia del bivalente
de diploteno a metafase |. c: centrémero; 1-4: diferentes regiones
del cromosoma.



miento sc reducirian a las regionecs terminales. Este fendmeno
de scudosinapsis ha sido observado en ortdpteros (Nur 1968,Flet
cher y Hewitt 1978) y otros insectos como asi también en roedores
polimdrficos para inversiones pericéntricas (White 1973b) y e--
vitaria la disminucidn dc la fertilidad causada por el sobre--

cruzamiento dentro de la regidn invertida en los heterocigotas,
v) Bandco C

El bandeco C demostrd la prescncia de bandas centroméri-
cas, teloméricas ¢ intersticiales. Estc Gltimo tipo dec bandas
ha sido descripto en ortdépteros cn comosomas By megaméricos
(Fontana y Vickery 1974, Klastecrskda ct al. 1974, John y Frce-

—

man 1976, Webb y Westerman 1978). LEn Zoniopoda tarsata sc des-

cribieron bandas de este tipo en los pares cromosdmicos mas
largos (Cardoso y Di Tomaso 1980). El caso prcsentado aqui se
ria comparable a este Gltimo puesto que los bivalentes con ban
das intersticiales tienen un comportamiento rcgular durante la

meiosis.

vi) Frecuencia y terminalizacidn dc quiasmas

La frecuencia de quiasmas generalmentc muestra una dis
tribucibn no aleatoria (llaldanc 1931) 1o que implica que el
ndmero y la posici6n de los mismos dcbe estar sujeta a algdn
tipo de control. Shaw (1971b) dcmostrd la existencia de un
componente ambiental en ¢l mecanismo de rcgulacién de los quias

mas. Por otra parte, como sc¢ indicd precviamente, se han pre--

sentado casos en los cuales la frecucncia de quiasmas podia

cstar afcctada por genes mendelianos simples, sistcemas de -

intcraccién génica y sistemas poligénicos. Existen ademds



muchos trahajos que indican que la hetecrocromatina supernumera
ria pucdec cjercer algin cfecto sobre las condiciones de los -

quiasmas como asi también las translocacioncs ¢ inversiones.

Con talcs antccedentes se considerd intercsante estudiar
las variaciones en las frecuencias de quiasmas y el proceso de

terminalizacifén en S. longicornis y tratar de determinar si -

las reestructuracioncs obscrvadas podian influir sobrec la re--

combinacidn.

vi-a) Terminalizacién

El primer aspccto considerado fue el movimiento de
quiasmas. En este caso, a difercncia del estudio realizado por

Fox (1973) con S. gregaria, ¢l cstudio no se¢ basd en las varia

cioncs a lo largo dcl periodo diploténico, sino en la compara
cién de las frecuenclas dec quiasmas cn distintos cstadios (di-

ploteno, diacinesis y metafase I).

Los resultados obtenidos indicarian quce en S. longicor-

nis se produce un movimiento continuo de quiasmas de diplote
no a metafase I, puesto quc hay una disminucidén del namero to
tal de quiasmas al pasar dc diploteno a diacinesis, y una dis
minucién de la rclacidn quiasmas intcrsticiales/ quiasmas tota
les al pasar dec diacinesis a metafase 17 Asi, algunos dc . los
quiasmas presentcs cn diploteno llegarian a soltarse al llc-

gar a diacinesis, micntras quc el resto continuarfia terminali
zando hasta metafasc I, de modo que sc¢ desplazan a regiones -

terminalcs.

Las diferencias cntre e¢stadios no pucden scr atribui--




das a varliaciones entre cistos, Como S¢ pPropuso €n otros casos
(Shaw 1971b, Ennis 1972), dado que los preparados fucron hechos
por dispersidn de mancra quc cada uno de cllos tenia células -
provenientes de varios cistos., Ademas, los valores no signifi-
cativos de los cocientes de varianzas para la intecraccién in-
dividuo x estadio observados en las tablas 8 y 10 indican que
todos los individuos muestran ¢l mismo tipo de variacidn entre

estadios.

vi-b) Variaciones individuales

Si la frecuencia dc quiasmas tuviera una distribucidén a
leatoria, ésta deberia scr de tipo Poisson (llaldanc 1931); por
lo tanto, por las propiedades de¢ esta distribucién la media -
tendria que ser igual a la varianza. Sin cmbargo, en todos los
individuos estudiados la varianza entre c¢élulas era mucho mas
baja que la media decl ejcmplar. Los eventos que tienen lugar o
previo a y durante la formaci6n de los quiasmas estarian regu-
lados ambicntal y genéticamente (Reces ]961, Lindsley et al.-
1968), porlo tanto, si la varianza entre células es mucho me-
nor que lo esperado por azar, es posible que alglin determinan-

te, génico o ambicntal, esté actuando de mancra de canalizar -

las frecuencias y reducir la varianza intraindividual.

Cuando se¢ compararon individuos dec¢ 1la misma y de dis--
tintas poblaciones sc puso de manifiesto la cxistencia de una
alta variabilidad interindividual tanto cn la f{recuencia (nG-
mero total) como en la distribucibdn (proporcidn de quiasmas in

tersticiales) de quiasmas (difercncias significativas c¢ntre in



dividuos en.tablas 12 y 14). Las poblaciones estudiadas dista--
ban entre si unos 30 Km. y entrc cllas habia una barrcra coﬁg
tituida por la ciudad de La Rioja. Las condiciones ccoldgicas -
de las dos poblaciones eran difcrentes, pucsto que AR se cn--
contraba en una zona llana y arenosa, muy altcrada por 1la ac-

tividad humana, donde Larrca cuncifolia cra la vegetacidén do-

minante. PQ por su parte se situaba al pie de la Sierra de Ve-

lazco, en un terreno pedregoso en el cual Bulncsia foliosa era

abundante junto con varias gramincas. Con todo, las poblacio-
nes no dificren en cuanto a las condiciones de los quiasmas -
(diferencias entre poblaciones no significativas en tablas 12
y 14), de mancra quc se¢ podria decir que las diferencias am--
bicntales no scrian demasiado importantes, o, al menos, no sc

rian las Gnicas. Esto discrepa con lo hallado en S. gregaria

y Stcthophyma grossum (Shaw 1971a), aunque en aquel estudio

las condicioncs de trabajo cran controladas pues sc trataba -
de poblaciones experimentales. Sin embargo, en S. longicornis
la variacidén interna cntrec cistos, cuya influencia fuc obsecr-
vada por Shaw (1971a) y Ennis (1972), podria tcner mayor im-

portancia que la variacidén ambiental. Dc todas mancras, la -

gran varianza entrc individuos obscrvada deberia cstar asocia
da con una alta variacidn genética.Gran nimero dc¢ autores pos
tulan quc 1as altcraciones cromosdémicas estructurales pucdcen

tener una marcada influencia sobre las condiciones dc los -
quiasmas. Sin chbargo, cn cl caso aqui prescntado no pudo de-
mostrarsc la cxistenclia de una corrclacidédn entre la presen--
cia de un dcterminado rcordcnamiento y variaciones en las fre

cucncias de quiasmas. Por el contrario, la variacidén interin-



dividual fue mucho mayor de lo quc podrian explicar los rea--
rreglos encontrados, puecsto que 1os individuos heterocigotas -
estructurales se¢ distribuian al azar, abarcando gran parte del
rango de variacidn de freccuencias. La variacidn interindivi--

dual por lo tanto debe scr cuidadosamente analizada antes de -
asignar a un dctecrminado rcordenamiento una cierta accidn so--
bre las condiciones de 1los quiasmas. En varios estudios (Kaya-
no y Nakamura 1960, llewitt y Jonn 1965, Sannomiya 1968, Arana

et al. 1980) fcndmenos tales como interfercencia y cooricnta--

cién centromérica son estudiados en individuos heterocigotas

para fusiones y translocacioncs comparando los datos de un

(o unos pocos) mutante (s) con los valores dc¢ individuos nor-

males. En basc a este estudlo se hace cvidente que este tipo
de comparacidn no serd vidlido a menos que s¢ pucda demostrar

que la variacidn individual es desprcciable. Este no es el ca
so de las poblaciones consideradas cn el presentc trabajo, de
modo que scria crrdnco usar datos de un Gnico individuo porta
dor dc una fusidén o una inversiodon para estudiar la influencia
de cstos rearrcglos sobre las condiciones de¢ los quiasmas. En
el caso dec los hecterocigotas para cl segmento extra en el par
L2 los individuos portadorcs sec hallan dispersos a lo largo -
del rango dec variaci6n (fig.9), de modo que cl segmento no ten

dria influencias cvidentes sobre las {recuencias de quiasmas.

En el caso de los estudios mencionados previamente po-
dria scr que las poblaciones estudiadas cxhibieran menor va-
riacidn individual por ser cxperimentales, o que los cromoso-
mas involucrados fuerain portadores de genes que controlan la

rccombinacién. Ln el caso aquil descripto, por cl contrario,-



los cromosomas con alteraciones estructurales (cuatro de 1los
docc del complemento haploide) no portarian genes relacionados
con el control de la recombinacién o, si lo hacen, los rcarre-

glos no alterarian Su cxpresidn génica.

B) Euplectrotettix

Introduccidn

Entre los acrididos se conocen casos en los cuales las
especics de un género se han diferenciado por procesos que in
volucran reordenamlentos cromosémicos (Saez y Pérez Mosquera -
1971, White 1973a, llewitt 1979) y por esta razdédn es intecresan-
te ¢l estudio citogecnético comparativo de especics relaciona--

das.

En este estudio se¢ analizaron los cariotipos de las es-

pecies L. shultzi Bruner y L. conspersus Bruner en muestras -

provenicntes de poblaciones de la Argentina. En cllas sc¢ pudo
comprobar la cxistencia de un polimorfismo para la presencia -
de un isocromosoma supernumerario y la ocurrcncia de mutacio-
ncs cromosdmicas cspontincas. Los supernumerarios o cromosomas
B ocurren con una {recuencia relativamente alta cntrc los or
tépteros y pucden mostrar variaciones con respccto a su morfo-
logia y comportamicnto mecidético (Jones 1975, Puertas 1975, Jo
nes y Rees 1982).A pesar de que se estéin estudiando con gran
interés, el papcl dc cstos cromosomas en los sistcmas genéti -
cos continta siendo un enigma. Por esta razén se decidid estu--
diar cn cstas especies si los cromosomas B tenian alguna con

secucncia sobre el comportamicnto meidtico, comparando las -




frecuencias de quiasmas en individuos portadorcs y libres de -

supernumcrarios.

Se estudiaron adcmds las consccuencias meidticas de las
mutaciones cromosbmicas y s¢ compararon las dos especics con -

referencia a sus freccucncias y distribucidén de quiasmas.

Resultados:

i) Cariotipos

Los cariotipos de ambas especcies fueron determinados por
medio del estudio de células meibticas en anafase I y metafase
IT y de células goniales cn metafasc. En ambos taxones se com-
probd quc ¢l cariotipo estd compuecsto de 2n=23 cromosomas en
los machos y que el mecanismo cromosdmico de determinacidn del
sexo ¢s de tipo XO do7XX o (fig.12). Todos los cromosomas decl
complemento normal ticnen centrémero terminal,siendo por 1lo -

tanto considerados telocéntricos o t.

Las longitudcs cromos6micas rclativas fucron muy simi-
lares c¢n estas especies. E1 cromosoma X es el mids largo del
complemento y los autosomas pueden ser agrupados en tres pa--
res largos (L1 - L3), cinco mcdianos (M4-M8) y tres pcquciios
(89-S11).

En algunos individuos de ambas especcics se sumaban al
complemento normal hasta dos cromosomas B dc gran tamafo,con
el centrémero en posicidn mediana (fig. 12B, 13A, 14). Lste
cromosoma era adn mas largo que el X y heterocromitico. Por
sus caractcristicas morfoldégicas y su comportamicnto meidti-

co (ver mis adelante) sc lo considerd un isocromosoma (Dar-
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FIGURA 12: A) Cariograma representativo del cariotipo basico de
Euplectrotettix shultzi. B) Cariograma realizado a partir de una
célula de un individuo de E. conspersus portador de un B.

Barra = 10 um.




lington 1940), es decir, un cromosoma cuyos brazos son la ima-
gen espectacular uno del otro, contenicndo ambos la misma in--
formaci6én genética. Este cromosoma accesorio fue encontrado en

las poblaciones de Famatina y Belén de E. shultzi y aparente--

mente en las poblaciones de Salar La Amarga y Chacharramendi -

de E. conspersus sc¢ halla el mismo cromosoma.

11) Comportamiento mecibtico

Los individuos con ¢l complemento cromosdmico bidsico -
(2n=23) formaban durante la mciosis 11 bivalentes +X. En 1los
ejemplares con un iso-B éste se presentaba como un univalente
en forma de anillo o herradura debido a que sus brazos tenian
la capacidad de aparcarse entre'si, formando una asociacidn -
terminal dc¢ naturaleza probabicmente quiasmatica (fig.14B).En
los individuos con dos B, 1lo mas comin fue que ellos forma--
ran dos univalentes en anillo (6 herradura) ({fig. 14C), aunque
en algunas pocas c€lulas los dos supernumerarios se agrupaban

formando un bivalente (fig. 14 D).

En ciclo de condcnsacién;decondcnsacién del B era si-
milar al del X, mostrando hcteropicnosis positiva durante -
profase 1 y Il y prometafasc II. E1 B al igual quc el X se--
grega cn la primera divisidon meidtica y se divide ecuacional-
mente en anafase II. No hubo evidencias de que ocurricra aso-
ciacidn entre ¢l X y el B dc modo que la scgregacidén de es

tos cromosomas scria independicnte.

Las caracteristicas morfolbgicas y de comportamicnto -
meidtico del B eran idénticas cn ambas especies y también la

incidencia de este cromosoma (nGmero observado de B por indi-



FIGURA 13: Alteraciones cromosdmicas espontaneas. A) Cuadrivalente
por tetrasomia observado en una célula dnica en diploteno en un
individuo de Euplectrotettix shultzi. Flecha: cuadrivalente; pun-
ta de flecha: B. B) Cuadrivalente por intercambio de material en-
tre no homblogos encontrado en una célula en diploteno de un indi-
viduo de E. conspersus. Punta de flecha: cuadrivalente. C) Penta-
valente observado en paquiteno en una célula de una individuo de
E. conspersus. D) Bivalente en diploteno con una cromitide dicéntri-
ca y una acéntrica producido por sobrecruzamiento dentro de la re-
gion invertida en el heterocigota para inversion de la especie E.
conspersus. E) Célula en paquiteno del mismo individuo de (D) mos-
trando el asa de inversion (punta de flecha). Barra = 10 pm.




viduo)} era muy similar en los dos grupos: 0.23 B/individuo en

E. shultzi y 0.21 en E.consPefsus.

iii) Altcraciones cromosdmicas espontiincas

La mayoria de los 1individuos mostraba un comportamiento
meib6tico normal, como se describid cn ¢l parigrafo prccedente.
Sin embargo, s¢ detectaron varias irregularidades, puestas de

manifiesto por la formacién dec asociaciones mGltiples.

La figura 13A muestra una célula cen diplotcno de un in-

dividuo de E. shultzi portador dc¢ un B en la cual la configura

cién meib6tica es 1 IV + 10II + X + B. El nGmero total de auto
somas es po lo tanto 24 lo que permitc suponer que el cuadri-

valente es debido a tetrasomia. L1 resto de las células de es

te individuo presentaba configuracionecs normales. En E.consper-

sus tambi€n se encontraron mutantes con células anormales Gni
cas. Ellos corresponden a un individuo en el cual se¢ observd -
una célula cn diploteno cuya configuracidn fue: 1 IV + 9 II +

X (fig. 13B) y otro en el que se encontrd una célula en paqui-
teno que presentaba un pentavalente ({ig.13C). El origen de es

tos multivalentes, a diferencia del descripto en E. shultzi,

serfa tal vez por heterocigosis para translocaciones rccipro-
cas. Si éste fuecra cl caso, el cuadrivalente dec la figura 13B
se habria originado por una translocacidén de un scgmento ‘in--
tercalar. Esfc rcordcnamiento requiere la ocurrcencia de cua--
tro roturas y que los scgmentos intercambiados scan de tama--
fios similarcs. La probalidad de ocurrencia de tales cventos -
parcce scr cxtremadamente baja. La ecxplicacidn alternativa sc

ria que hayan ocurrido dos roturas y fusibn dc cromiitides no
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FIGURA 14: A) Prometafase |l de un individuo de Euplectrotettix

shultzi portador de un B (punta de flecha: B; flecha: X). B) Célu-
la en diploteno de un individuo de E. conspersus mostrando un uni-
valente B en anillo (punta de flecha). C) Diploteno de un individuo
de E. conspersus con dos B, mostrando dos univalentes B en herradu-
ra. D) Dos cromosomas B apareados en paquiteno en un individuo de
E. conspersus. E) Células hermanas en prometafase || del mismo in-
dividuo de (C) mostrando un B en cada polo (puntas de flecha) y el
5_(flecha) en la célula superior. Barra = 10 pm.




homdlogas. Esta hipb6tesis requierc que los dos cromosomas no ho
m6logos hayan estado 1o suficientemente préximos entre si en el
momento de las roturas, y que €stas y la fusidn se produzcan -
después dcl cstadio-S previo a la meiosis. Estc mccanismo im-
pone una severa restriccidn al ticmpo disponible para la ocu--
rrencia del intercambio. Ninguna de estas dos hipdtesis, por -
lo tanto puecde ser excluida. Por su parte el pentavalente de
la figura 13C rcquicre para Su origen cuatro roturas, Yy en CS-
te caso no sc¢ disponc de una hipdtesis alternativa. La ocurren
cia de roturas cromosdédmicas en individuos de las poblaciones -
estudiadas scria relativamente muy frecuente lo cual hace que
la hip6tesis de translocacidn para el cuadrivalente de la fi--

gura 13B sca quizas mas probablc que la dc rotura-fusidn.

Dado que en todos los casos los multivalentes fueron ha
llados en c€lulas Gnicas, se¢ podria suponer que la alteracidn
que los determind sc deberfa haber producido una o una pocas -

divisioncs goniales previas a la meiosis. E1l cuadrivalente ob-

servado en L. shultzi probablemente se habria originade por -

no disyuncidén o citomixis, conduciende esto a tetrasomia en

una sola célula.

iv) Heterocigota para inversiodn

De los dos individuos de E. conspersus de La Rioja, uno

resultd ser heterocigota para una inversidn paracéntrica. Es-
ta condicién se hizo evidcnfe por la formacién de una asa dec
inversidn en paquiteno (fig. 13E). No sc encontraron células

de e¢ste cjemplar en anafase I, por lo cual no sc pudo verifi-

car la formacidén del puente y el fragmento consccucente. Sin



embargo la heterocigosis para inversién fue confirmada por 1la
observacidén de células en diploteno. En la figura 13D se puede
ver un bivalentc en el cual se ha producidofun intercambio de
tipo en U que serfa consecuencia de-la ocurrencia de sobrecru-
zamiento dentro dcl asa de inversidén. En este bivalente se ha
formado entonces una cromfitide dicéntrica que cen anafasc Icons-
tituirad un puentc y una cromitide acéntrica que corresponde al

fragmento del mismo estadio.

v) Frecuencia de quiasmas

Como en cl caso de S. longicornis, sc cstudid la fre--

y distribucién de quiqsmas mediante la determinacidn del name
ro total de quiasmas y la proporcidn de duiasmas intersticia--
les por célula en diploteno., Con estos datos se determind ini
cialmente si para cada espccic existian difcrencias signjfica
tivas entre las distintas poblaciones muecstrcadas. Para ello
se compararon los datos obtenidos estudiando aproximadamente

nueve células por individuo mediante un andlisis de la varian

za.

Para E. shultzi (tablas 15 y 10) se encontré'que las

poblacioncs de Famatina y Belén no diferian significativamen-
tc ni en nGmero total de quiasmas ni cn la proporcidén dc quias
mas intersticiales por célula (p» 0.05). Sc encontrdé sin cm--
bargo que existian diferencias altamente significativas en--

tre los individuos de cada poblacién (p«0.01).

LLos resultados para E.conspersus (tablas 17 y 18) fuc-

ron muy similares, esto e¢s, las difcrencias entre poblaciones

no fueron significativas (p> 0,05) micentras que existce una -



TABLA 15: Andlisis de la varianza para comparar los valores medios de nime-
ro de quiasmas por célula entre las poblaciones de Famatina y Belén de
Euplectrotettix shultzi.

I'tem G.L. S. C. C. M. F D
POBLAC | ONES 1 0.8001 0.8001  0.13  0.73
INDIVIDUOS 8  48.5203 6.0650 6.27 41072
ERROR 76 73.5750 0.9681 -
TOTAL 85  122.8954 - __

TABLA 16: Analisis de la varianza para coﬁparar las poblaciones de Famati-
na y Belén de E. shultzi con respecto a la proporcién de quiasmas intersti-
ciales por célula.

ltem G.L. S. C. C. M, F p
POBLAC | ONES 1 0.06351 0.06351 0.96 0.36
INDIVIDUOS 8 0.52677 0.06585 6.05 107>
ERROR 76 0.82719 0.01088 --

TOTAL 85 1.41747 --- -
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TABLA 17: Analisis de la varianza paré comparar las poblaciones de La Amar-

ga, Chacharramendi y Santa Rosa de Euplectrotettix conspersus con respecto
al nimero total de quiasmas por célula.

“ltem G.L. S. C. C. M. F p
POBLAC | ONES 2 19.6817 9.8408 1.25 0.325
INDIVIDUOS 11 86.7980 7.8907 5.03 £107°
ERROR 110 172.7139 1.5701 --

TOTAL 123  279.1936 - -

TABLA 18: Andlisis de la varaianza para comparar la proporcién de quiasmas

intersticiales por célula entre las poblaciones de La Amarga, Chacharramen-

di y Santa Rosa de E. conspersus.

Item G.L. S. C. C. M. F p
POBLACIONES 2 0.16151 0.08076 2.83 0.102
INDIVIDUOS 11 0.31426 0.02857 3.20 s10'3
ERROR 110 0.98336 0.00894 --

TOTAL 123 1.45913 -——- --




gran variabilidad intrapoblacional (p«0.01).

Dado que los resultados de estos estudios demostraron -
que eran mis importantes las diferencias entre individuos que
entre poblaciones se agruparon ;os datos de todas las poblacio
nes para cada especie y con ¢llos se¢ compararon las especics -
entre si.Si bien de este modo se incluyen en ¢l error las dife
rencias entre poblaciones de cada especie, éstas no son dema--

siado importantcs.

En la tabla 19 se resumen los resultados decl analisis -

de la varianza para comparar las espccics E. shultzi y LE. cons-

persus con respecto al nimero total de quiasmas por célula.

Las diferencias entrc especies, aunquc no muy grandes son es-
tadisticamente significativas (0.01<¢ p<0.05). Dado quc al a--
grandar cl error agrupando individuos dec distintas poblacio--
nes aumenta la probabilidad de aceptar la hipétesis nula (i--
gualdad dc medias), la significacidén del estadistico permite

decir que las especies diferirian en cvanto al namecro total
de quiasmas por cé&lula. En estec andlisis se¢ pone nuevamente de

manifiesto la alta variabilidad entre individuos (p«&0.01).

Al comparar los valores de quiasmas intersticiales /quias
mas totales por célula (tabla 20) sc encuentra quc las cspe--
cies no difiecren cn la distribucidn dc sus quiasmas (p) 0.05),

aunque hay una alta variabilidad interindividual (p&0.01).

Resumiendo, se¢ podria decir que E. conspersus tienc una

mayor freccucncia de quiasmas quc E. shultzi (tabla 21) pcro -

que no dificran en la localizacién dec los mismos, medida en

proporcién de quiasmas intersticiales,



. TABLA 19: Analisis de la varianza para comparar las especies Euplectrotettix
shultzi y E. conspersus con respecto al nimero total de quiasmas por célula.

ltem G.L. S. C. C. M, F p
ESPECIES 1 49. 4090 49,4090 6.68 0.017
INDIVIDUOS 23 170.0434 7.3932 5.48 ~0
ERROR 194 261.8444 1.3479 ==

TOTAL 218 481.2968 --- --

TABLA 20: Andlisis de la varianza para la comparacidn de la proporcidn de
quiasmas intersticiales por célula entre E. shultzi y E. conspersus.

| tem G.L. S. C. C. M. F p
ESPECIES 1 0.03092 0.03092 0.65 0.43
INDIVIDUOS 23 1.09630 0.04767 4.98 ~ 0
ERROR 194 1.85864 0.00958 --
TOTAL 218 2.98586 .- --

TABLA 21: Valores medios de nimero total de quiasmas y proporcidn de quias-
mas intersticiales por célula para individuos con y sin B de las especies
E. shultzi y E. conspersus, y probabilidad de que las diferencias entre in-
dividuos portadores y libres de B se deban al azar.

Quiasmas Totales Intersticiales/Totales
Glob. -B +B p Glob, -B +B p

E. sh. 14,03 13.79 14.50 0.84 0.701 0.725 0.656 ~1
E. co. 15.01 15.02" 14.95 ~1 0.725 0.720 0.754 e




Mediante contrastes realizados por el método de Sheffé
(1959) se compararon luego las frecuencias de quiasmas entre -
individuos portadores y libres de B dentro de cada especie (ta
bla 21). Las diferencias entre cariomorfos pueden considerarse
despreciables (p» 0.05) tanto pafa quiasmas totales como para
quiasmas itersticiales/quiasmas totales, por lo que podria con
cluirse que los B en estas especies no afectarian las condi-

ciones de 1los quilasmas.

Discusiodn:

0

E. shultzi y E. conspersus comparten las caracteristi-

cas cariotipicas de la mayoria de los acrididos, es decir, 2n=
23 cromosomas monobraqulales.. con mecaniémo de determinacidn -
del sexo de tipo XO do”/XX @g. Las similitudes dc los carioti-
pos de é€stas especies son muy cvidentes tanto en la morfolo--
gia cuanto en las longitudes rclativas de los cromosomas.Mesa
et al. (1982) estudiaron tres especies no identificadas perte

necientes a este géncro provenientes de Paraguay, Uruguay y -

Brasil, que fucron denominadas provisoriamente Euplectrotettix

sp. N°1, E. sp N°2 y E sp. N°3.

En estos tres taxones sc encontrd el mismo nGmero cromosodmico
y mecanismo cromosbmico de determinacidén del sexo. Aunque no
se dispone de informacién acerca de los cariotipos de 1las -
mismas, el nimero cromosdmico 2n=23 en general se asocla en -
los acrididos con cromosomas acro o teclocéntricos, por lo tan
to sc¢ podria suponer que en todas las especies dec este género
estudiadas cromosdémicamente hasta el precsente sc habrian con-

servado las caracterisitcas cariotipicas, y que por 'lo tanto



la tasa de alteracidén cariotipica habria sido relativamente ba-
ja en este grupo. Esta conclusién esta avalada por el hecho que

E. shultzi y E. conspersus son polimdérficas para un iso-B con

las mismas caractefisticas.Sin embargo, el descubrimiento de -
alteraciones cromosdmicas, algunas de las cuales requiercn 1la
ocurrencia de maltiples roturas, en una frecuencia relativamen
tec alta, seria un indicio de que habria una alta tasa de muta-
ciones cromosbémicas en este grupo, quizads debida al efecto dec
los plaguicidas que se emplcan para controlar las poblaciones
de langostas. De hecho, se estudiaron alrededor de 300 células,
habiéndose encontrado tres mutaciones espontdneas y un indi--
viduo heterocigota para inversidn. Si se consideran sdlo 1las
aberraciones correspondientes a la generacibn en estudio, 1la

[4]

frecuencia de las mismas seria dec aproximadamente 3/300= 1%.

Para mutaciones génicas, la tasa de sustitucién aléli-

ca (= tasa de evolucidn)es:

K= m para mutaciones ncutras,

k= 4Ne m s para mutaciones favorables (Nei 1975)

donde: k es la tasa de sustitucidn alélica,Ne el tamafio ecfec-
tivo de la poblacibén, m la tasa de mutacidén y s el cocficien-
te de secleccidon. Para mutaciones cromos6micas es de espear una
relacidédn similar aunque como las alteraclones estructurales cn
general requiercen al menos dos roturas, probablemente la ccua

cibn deberia ser cuadratica:
ko¢m2 [

. . 2
Dado que, para valores de m comprendidos entre 0 y 1,m"¢
m,»la tasa dc cvolucibén cromosémica deberfa ser en general -



menor que la génica, pero de todos modos, si m es alta como en

el caso de Euplectrotettix y k es baja, es necesario que haya

un coeficiente de seleccidén alto ¢n contra de las mutaciones re
cientemente aparccidas para que la proporcidn se conserve. Asi,
es de esperar quec cn este grupo actile una fuerte seleccidn res
ponsable del mantenimiento del patrdén establecido de nGmero Yy

morfologia cromosémicos.

En el caso estudiado se plantea el problema de explicar
el origenymantenimiento del iso-B en las poblaciones. Cromoso
mas supernumerarios han sido encontrados en un gran nGmero de
plantas y animales (para una revisién se recomienda consultar
a Rutishauser 1960, Battaglia 1964, John y Lewis 1965, 1968,Whi
te 1973a, Muntzing 1974, Jones 1975, Puertas 1975, Hewitt 1973,
1979, Jones y Reces 1982). Sin embargo sus efectos a nivel feno
tipico son cuestidn de debate .Como se indicd en la introduc--
cidén muchos autores proponen que la heterocromatina supernume -
raria podrfia tener efectos sobre las condiciones de los quias-

mas, sin embargo en Camnulla pellucida (Schroeter y Hewitt -

1974) y S. longicornis (como se vio previamente) no se detecta

taron influencias evidentes del material heterocromitico cxtra
a este respecto. Se podria concluir entonces que la heterocro
matina serfa un material hcteroglénco cuyos efectos por lo tan
to pueden ser variables. Los cromosomas B no pueden considerar
se un material genéticamente inerte puesto que pueden contcner
genes reguladorés (Oliver et al, 1982), cjercer cfectos sobre
la fertilidad (Joncs y Reces 1967) y la tasa de mortalidad (Les

pinasse 1973) y desplegar actividad organizadora nucleolar -



(Carr y Carr 1982), sin embargo 1los supernumerarios suelen scr
considcrados elemcntos parasiticos mantenidos por la interac--
cidn de mecanismos de acunulacidn tales como no disyuncién mitd
tica o conduccidn mecidtica (Nur 1965, Matthews y Jones 1982), -
con fuerzas selectivas que actuarian en contra de los indivi--

duos portadores dc B.

En ¢l caso dc Euplectrotettix el B se podria haber ori-

ginado por . misdivisidon (Darlington 1939, 1940) de un autosoma,
seguido de heterocromatinizacidén. Dado que el supernumerario
presenta en ambas espccies las mismas caracterfisticas se pue-
de suponer que este reordenamiento ocurrid independientemente
en cada especie o que ocurrid una sola vez en un antecesor pre
vio a ta divergencia entre los dos taxones. Ya que la probabi-
lidad de que ocurran dos mutaciones con 1idénticas caracteris-
ticas deberfa ser sumamente baja, la segunda alternativa pare
ce mas probable., Si ¢éste es el caso, el B, una vez originado
ha sido mantcnido en las poblaciones hasta la actualidad.

El B ¢s cstablc mitdtica y mcidticamente, puesto que no hay
variaciones intraindividuales con respecto al namero de B por
célula, al menos en los machos. Por este motivo no puede supo
ncrse que cstén actuando mccanismos de acumulacidn en el man-
tenimiento del polimorfirsmo. Las similitudes cariotipicas ob

servadas entre E. shultzi y E. conspersus a pesar de la con

siderable tasa de mutacién cromosdmica indicarian que cn este
grupo estaria actuando un proccso de ortoseleccidén cariotipi-
ca (Whitc 1965). En tales condiciones los cromosomas B habrian
sido conscrvados sin cambios y cn {recuencias prﬁctipamcntc -

idénticas desde 1la divergencia de las especies. Es de espcerar



por lo tanto que este polimorfismo tenga algGn valor selectivo
para las poblacioncs. Ya que aparentemente no presenta cfectos
exofenotipicos, se compararon las frecuencias de quiasmas en--
tre individuos portadores y libres de B, tratando de descubrir
las influencias (si éstas existieran) de los B sobre la recom-
binacién (tabla 21). Los resultados de este analisis indicaron
que las diferencias entre individuos portadores y no portado-
res de B no eran significativas tanto para nlGmero total de -
quiasmas como para la proporcidn de quiasmas intersticiales -
por célula, en -anbas especics.

Sobre la base de estas observacioncs no es posible detcrminar
el papel exacto que juegan los B en el sistema genético dc es-
tas especies, pero aparentemente no se relacionaria con efec-
tos cxofenotipicos ni con influencias sobre la recombinacidn,
quedando como fnica posibilidad algGn tipo dec efecto a nivel

regulatorio,

Las variaciones de las frecuencias de qulasmas se estu-
diaron entre y dentro de especies (tablas 15-20). Se destaca
a partir de los andlisis estadisticos que la variacidn indivi
dual dentro de cada especic es sumamente grande, similarmecnte

a lo observado previamente en S. longicornis (tablas 8, 10,12,

14) y en Chorthippus brunneus (Lauricy. Jones 1981). También -

se encontrd que la variacidn entre cflulas, dentro de indivi-
duo, es marcadamente reducida (la varianza dentro de indivi--
duo es mucho menor que la media), 1o que estarfa de acuerdo -
con la idea de que la frecuencia de quiasmas no tiene una -
distribucién alcatoria (llaldane 1931). Las diferencias entre

individuos podrian ser debidas a componcntes genfticos o am-




bientales. Mather (1937) propuso que las propiedades de 1los -
quiasmas podian ser definidas en términos de dos paridmetros:la
distancia diferencial (d) y la distancia de interferencia (1).
.d: se definc como la distancia a l1la cual se forma el primer
quiasma con relacién a un punto fijo (arbitrario) del cromoso
ma, ¢ 1 es la distancia media entre dos quiasmas vecinos.Hen-
derson (1963b) encontré que este modelo explicaba las observa-
ciones realizadas en Schistocerca gregaria considerando d,me

dida desde el telbmero, igual a cero, esto es, €l primer quias

ma sc¢ formarfa en la regidén terminal del cromosoma. Si los va-
lorcs que pueden tomar estos dos-parametros estuvicran deter-
minados por sistemas poligénicos, podrian ser influidos muy -
fuertemente por el ambiente, y é€sta podria ser la explicacién

para las diferencias interindividuales.

Las especiespresentaron diferencias significativas -
(0.01< p<0.05) aunque no demasiado grandes para la media de¢
quiasmas totales por célula y diferencias no significativas -
para la relacién quiasmas intersticiales/quiasmas totales por
célula (tablas 18 y 20).
De acuerdo 51 modelo propuesto estas diferencias podrian ex--
plicarse considerando que las especiles habrian divergido poco
en los sistemas que determinan la distancia d, pucsto que no
hay diferencias en la proporcidédn de quiasmas intersticiales,

pero en promedio i podria ser un poco mayor en L. shultzi de

terminando quc disminuya la probabilidad de que se forme un -
segundo quiasma en cada bivalente, lo quec determinaria una mc

nor {recuencia de quliasmas totalecs que en E. conspersus,




Concluyendo, se podria proponer que en el género Euplec-
trotettx estarfia actuando una fuerte seleccidn ortocariotipica
en contra de la mayor parte de los individuos portadores de re-
estructuraciones Y cuya consecuencia seria un cariotipo y com--

portamiento meiftico altamente conservativos.



C) Dichroplus elongatus

Introduccién:

-

Dichroplus es un género que abarca mads de cuarenta espe

cies y en el cual se han descripto casos muy interesantes de -
especiacidn cromosdmica, que pueden ser considerados clidsicos
(Sdez y Pérez Mosquera 1971). Los procesos involucrados en la
evolucidon de estas espccies incluycen inversiones pericéntri
cas y fusiones céntricas y en tdndem en autosmas y alosomas, -
procesos que han conducido aruna reduccidén del namero de cro-
mosomas desde el bidsico 2n= 23 (X0) de la familia Acrididae al

cariotipo extremo de D. silveiraguidoi compuesto de 2n=8" (XY)

(Sdez 19506a). Estos rearreglos alcanzaron {ijacidén en muchas -
detlas especies originando cariotipos estables, pero, al menos

en cuatro especies (D. fuscus, D. maculipennis, D. pratcnsis yD.

vitattus) se conserva cl polimorfismo para fusiones céntri--

cas (Mesa et al. 1982), de modo que, probablemente, mediante

un muestreo extensivo, se podrian detcctar muchos otros casos

de especies polimbérficas o politipicas.

Las especies de estc género, por lo tanto, pueden cons
tituir un excelente material pra el estudio tanto de los meca-
nismos de evolucidn cromosdmica, como de los efectos dec¢ las al

teraciones cromosdémicas cn ¢l sistema genético. D. elongatus

¢s conocida como una especic que presenta un cariotipo primi-
vo, es decir,con 2n= 23 cromosomas tclocéntricos ¢n los .machos
y mccanismo cromosdmico de determinacion del sexo de tipo XO

da/XX ¢q (Sfcz 1930c, 1956b Saéz y Pérez Mosquera 1971,Mesa- 1956, Mesa
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al 1982, Lafuente 1977,Lafuente Yy Guerra 1977}, pero en -
el presente estudio se detect6é la ocurrencia de un polimorfis-
mo pafa un cromosoma B en una muestra proveniente de la pro--

vincia de Tucuman.

Considerandoel gran ndmero de informes acerca de influ-
encias de la heterocromatina supernumeraria sobre las condicio
nes de los qulasmas y los resultados positivos obtenidos en mu
chos de ellos, se decidié estudiar las frccucncias de quiasmas
en los individuos con y sin cromosomas accesorios, analizando
ademias el problema de la terminalizacién de quiasmas y las va
riaciones de la frecuencia de quiasmas de diploteno a metafa-
se I, con el objeto de estudiar en esta QSpecie los efectos deta

les cromosomas sobre el comportamiento meidtico.

Resultados:

i) Cariotipo bdsico y recstructuraciones cromosdmicas

Como se indicd previamente, el complemento basico de

D. elongatus sc¢ compone de 23 cromosomas c¢n los machos con -

mecanismo -sexual X0 JdoY/XX Q9 de modo que cn la mayorfia de los
individuos la configuracidén meidtica observada cra: 11 II + X

(fig. 15a).

En cuatro dc los 23 individuos estudiados se detectd
un cromosoma supcrnumerario (B) acrocéntrico y hcterocromiti-
co, cuya longitud c¢s aproximadamente la tercera parte de la
del X. El nGmero de B por espermatocito primario era variable
dentro de cada individuo, siendo ¢l rango de variacidon de 0-4.

Esto implica que el B e¢s mitbdticamente inestable, ya que la
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FIGURA 15: a) Metafase | de un individuo de Dichroplus elongatus
con complemento cromosémico basico. b) Metafase | con un B (punta
de flecha). ¢) Paquiteno tardio mostrando una cadena de tres B
(punta de flecha). d) Anafase | con un bivalente B rezagado en el
ecuador. e) Diploteno de un individuo heterocigota para un segmen-
to supernumerario terminal en el par 9. (punta de flecha). f) Dia-
cinesis de un heterocigota para un segmento supernumerario proxi-
mal en el par 8 (punta de flecha). Barra = 10 pm.




disyuncidn irregular de este cromosoma durante las divisiones
goniales explicaria las variaciones en el nGmero de supernume-
rarios por cé€lula. En los ecspermatocitos con un solo B , éste
formaba un univalente heterocromdtico extra durante la primera
divisibn meidbtica (fig. 15b). Cuando en una misma cé€lula se ha
llaban dos B, é€stos tenian la capacidad de aparearse y formar
un bivalente, pero algunas veces se¢ mantenian no asociados, co
mo dos univalentes. Tres B en el mismo espermatocito I tenfian
también la posibilidad de aparearsc ono aparearse, de modo que
se¢ observaron diferentes configuraciones: una cadena dc tres
(fig. 15c¢), un bivalente+ un univalente, o tres univalentes,
Cuando cuatro B se encontraban en la misma célula no se velan
miltiples, sino dos bivalentes o un bivalente + dos univalen-

tes .

La asociacidén en los bivalentes B muy probablemcnte se
ria quiasmitica, pucsto que s1 los supernumerarios tuvicran la
capacidad de relacionarse por algdn tipo de asociacién no homd
loga heterocromidtica, seria de esperar que también lo hicie-
ran con ¢l X o con regiones heterocromiticas de los autosomas,
lo cual en general no ocurrid o era relativamente raro. La a-
sociacidén de la cadena de tres en cambio no es clara. En este
miltiple el cromosoma central de la cadena estd asociado por
la regién terminal distal con uno y por la regidén céntrica con
el otro de los recstantes B. La asociacibn terminal scguramen-
te serfia quiasmitica, por analogfa con lo que ocurre en los
bivalentes. La asociacidén céntrica por su partc podria deber-

se a la ocurrencia de un quiasma en, o muy cerca de, el cen-

trémero o cn ¢l diminuto brazo corto. Este cvento cn gencral



es poco probable, de modo que también podria suponerse que 1a

asociacion fuera decbida a aglutinamiento (''stickness").

Juntamente con su incstabilidad mitética los B muestran
también irregularidades en la segregacidén, incluso en células -
en las cuales estuvieran formando bivalentes. En metafase I los
bivalentes B se encuentran a veces desplazados hacia un polo,-
lo cual determina que ambos cromosomas migren hacia ¢l mismo po
lo sin experimentar disyuncidén, En otras células los bivalentes
B se rezagan en anafase I (fig. 15d) de manera que no llegan a
ser incluidos en el nficleo del espermatocito secun@ario, cons -

tituyendo por 1o tanto un microndcleco.

Ademas de los B se encontraron otros reordenamientos en
individuos tGnicos hcterocigotas para la alteracién. Ellos co-
rresponden a dos segmentos supernumerarios heterocromdticos -
con difercntes caracteristicas y.lrcalizados en cromosomas -
distintos. Uno de ellos es un bloque terminal en el cromosoma
9 (fig. 15e). A causa de su ubicacidén los quiasmas se forman
siempre intersticialmente, de manera que la segregacidn del
segmento ocurre invariablemente en anafase II., El1 otro segmecn
to se sitGa proximalmente en €l cromosoma 8 (fig. 15f). En es
te caso los quiasmas sc forman siempre distalmente al bloque,
de modo que €ste segrega sicmpre en la primera divisidén meid-

tica.

ii) Frecuencia dec quiasmas y terminalizacidn

ii-a) Terminalizacibén de quiasmas

Dc modo similar a lo descripto para S. longicornis, sc

analiz6é mediante anilisis estadisticos cl movimiento dc quias
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mas de diploténo a metafase I, comparando las {recuencias de -
quiasmas en distintos estadios. Los datos de todos los indivi-
duos fueron agrupados de manera que la variacidén entre indivi-
duos qued6 incluida en el error. Diploteno y diacinesis fue--
ron subdivididos en dos estadios: temprano y tardio, de maﬂe-
ra que se compararon los valores medios entre un total de cin

co estadios, estudiando un promedio de 140 células por estadio.

Las medias para nlimero total de quiasmas por célula (ta
Bla 22) fueron comparadas mediante un analisis de la varian:za,
Los resultados del mismo (tabla 23) indican que existen difc-
recnias significativas entre. estadios (p<0.01). Los contras-
tes entre medias realizados mediante ¢l método de Scheffé (1959)
demostraron que las Gnicas diferencias significativas son las
que existen entre diploteno temprano y los demas estadlos. La
conclusidn seria que algunos quiasmas sc¢ liberan al pasar de
diploteno temprano a diploteno tardio, disminuyendo asi el nfi-
mero total de quiasmas, pero desde diploteﬁo tardio a mectafa-

se I este nlmero permanece constante.

Las medias para la proporcidn de quiasmas intersticia-
les por célula para cada estadio se pueden encontrar en la ta
bla 24, y los resultados de la comparacidédn de las mismas e¢cn
la tabla 25. El1 anilisis de la varianza indicd que las dife-
rencias entre las medias son altamente significativas (p«0.01).
Al realizar los contrastes cntre las mecdias se pudo comprobar
que la proporci6n de quiasmas intersticiales por célula dis-
minuye a lo largo dec diploteno hasta diacinesis (diferencias

altamente significativas entre diploteno temprano y diplotcno



- 101

TABLA 22: Frecuencias medias de quiasmas totales por célula en los cinco es-

tadios considerados en Dichroplus elongatus.

Diploteno Diacinesis Mo

temp. tard. temp. tard.

13.31 13.00 12.77 12.98 12. 84

TABLA 23: Analisis de la varianza para comparar las frecuencias de quiasmas

totales de la tabla 22.

ltem G.L. S. C. C. M. p
ESTADIOS ] 17.7008 L. 4252 5.04 0.0005
ERROR 693 608.2304 0.8777 --

TOTAL 697 625.9312 --- -=

Contraste:

Diploteno temprano vs. estadios posteriores

L= 3.7178 F=3.46 p = 0.0083

f
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TABLA 24: Frecuencias medias de quiasmas intersticiales/quiasmas totales
por célula correspondientes a los cinco estadios estudiados en Dichroplus

elongatus.
L Diploteno Diacinesis "
temp. tard. temp. tard.
0.6219 0.5463 0.5050 0.4711 0.4737

TABLA 25: Analisis de la
las medias de la tabla 2

varianza correspondiente a la comparacidn de

4.

I tem G.L. . C. . M. p
ESTAD!0S 4 1.6495 0.4125 21.92 ~0
ERROR 694 13.0539 0.0188

TOTAL 698 14.7034 -

Contrastes: Comparacidén de cada estadio con los estadios

posteriores.

Diploteno temp.

Diploteno tard.

Diacinesis temp.

Diacinesis tard.

f

S¢

e

S¢

| f
S¢

w

7.5248

L. 4990

2.4589

0.1737

i

14.16

5.06

1.51

0.008

n

n

0.0005

0.2000
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tardio con respecto a estadios posteriores), pero durante dia
cinesis y hasta mctafase I la misma permanece constante,lLa con
clusidén a la que se llega ¢s que el proceso de terminalizacidn
ocurre, pero s6lo en etapas tempranas de la meiosis y que mu--
chos de 1los quiasmas atraviesan diacinesis y metafase I sin -
terminalizar, llegando en estas condiciones a los comienzos de

anafase I.

La observacidn de células anafdsicas apoya las conclu--
siones emanadas del estudio estadistico (fig. 16a, b, ¢,). En
estadios tempranos de la anafase I, en el momento en que la -
separacidén de los homologos estid apcnas comenzando, algunos -
quiasmas no estan todavia terminalizados. A medida que la mi-
gracidn progresa no se produce un proceso del tipo de la ter-
minalizacidn y esto se pone en cvidencia pér el hecho que 1los
segmentos de cromatides situados entrec el punto en el cual es-
taba situado el quiasma cn mctafase I y el teldmero migran dis

puestos paralelamente al plano ecuatorial.

En la figura 17 se esquematizan las distintas configu-
raciones anafisicas de acuerdo al nGmero de quiasmas y la ubi.-

cacidén que ocupaban en el bivalente en metafase I.

ii-b) Frecuencia de quiasmas y variacién entrc individuos

Considerando que no cxisten diferencias significativas
para el namero total de quiasmas por célula desde diploteno
tardio hasta metafase I, los datos de estos estadios fueron -
agrupados y con ellos se compararon las freccuencias de quias-
mas cntre individuos y cntre cariomorfos (individuos porta--

dores y libres dc B). Para este cstudio se analizaron unas 27 cC
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FIGURA 16: a) Metafase | tardia de Dichroplus elongatus: ndotese la
existencia de varios bivalentes que estan por iniciar la separacion
con quiasmas aln intersticiales. b) y c) Anafase | temprana: las
cromatides homblogas se mantienen paralelas entre si durante la mi-
gracion a partir del lugar que ocupaba el quiasma en MlI. Barra=10 um.

P+T P l

MI ==

> | &= | -

|
<4

FIGURA 17: Interpretacidon de los cromosomas de la figura 16 de
acuerdo al nGmero y ubicacion de los quiasmas en metafase |. P: quias
ma proximal; T: quiasma terminal; |: quiasma intersticial; P+T: un

quiasma proximal y un quiasma terminal.
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lulas por individuo. Los valores medios para individuos con y
sin cromosomas supernumerarios se pueden encontrar en la tabla
26. E1 analisis de la varianza correspondiente (tabla 27) indi
c6 que existen diferencias altamente significativas entre indi-
duos (dentro de cariomorfo) (p «0.01), pero las diferencias -
entre individuos portadores y libres de B no fueron significa-
tivas (p > 0.05). Con los valores medios de nGmero total de quias
mas por cé&lula de cada individuo se realizaron dos histogramas
de frecuencias (fig. 18a, b) uno para todos los individuos dec
la mucstra agrupados y otro en el cual se indican separadamen-
te los portadores y libres de B . En la figura 17b se puede -
ver que los individuos portadores de B estdn distribuidos a am
bos lados de la media, de modo que existe superposicidn de los
histogramas para individuos con y sin B. Esto indicaria que -
los B no influenciarian la frecucncia media de quiasmas por -

celtla,

ii-c) Varidnza entre células

Las varianzas entre c&lulas para nGmero total de quias
mas. por célula fueron calculadas para los individuos con y -
sin B . Estos valores fueron comparados estadisticamente en--
contrdndose que las diferencias entre cariomorfos eran signi-
ficativas (t21= 2.21, 0.0144€0.05), siendo mayor la media dc

los individuos portadorces de B (tabla 28).

El histograma de la figura 19 muestra que, aunque SO-
lapan cn cicrta proporcidén las distribuciones de individuos -
con y sin B, los portadores dc¢ cromosomas accesorios se cn--

cuentran todos a la derccha (Vaiores mis altos) de 1la mcdia
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" TABLA 26: Frecuencia de quiasmas totales por célula en individuos de
Dichroplus elongatus portadores y libres de B.

+B -B

13.1045 12.8333

TABLA 27: Analisis de la varianza para comparar las frecuencias de quias-
mas entre individuos con y sin B de D. elongatus.

I tem G.L. S. C. C. M. F p
CARIOTIPOS 1 7.7628 7.7628 1.33 0.26
INDIVIDUOS 21 122.9301 5.8538 8.81 ~ 0
ERROR 609  L0L.7739 0.6647 --
TOTAL 631 535.4668 -

TABLA 28: Varianzas medias de nimero total de quiasmas por célula para in-
dividuos de D. elongatus con y sin cromosomas accesorios, valor del estadis-
tico t y probabilidad de que las diferencias se deban al azar.

+B -B tZI P

0.946 0.578 2.21 0.019
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FIGURA 18: a) Histograma de distribucidn de frecuencias para la me-
dia de nimero de quiasmas por célula incluyendo individuos con y sin
B de Dichroplus elongatus. b) Lo mismo que (a) pero diferenciando los
individuos portadores (NlN) de los libres de B (=.
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FIGURA 19: a) Histograma de distribucién de frecuencias para la va-
rianza entre células del nimero total de quiasmas incluyendo indi-
viduos portadores y libres de B de Dichroplus elongatus. b) lgua)
que (a) pero diferenciando los individuos con (MMM y sin (=) B.
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poblacional.

Discusiodn:

En la actualidad es bien conocido ¢l hecho de que 1los
quiasmas son la manifestacidn citolégica de la recombinacidn -
genética (Creighton y Mc Clintock 1931, Brink y Cooper 1935, -
Brown y Zohary 1955).

El estudio de las {frecuencias de quiasmas da por lo tanto una
importante informacién acerca de la capacidad de una especie o
poblacién que posce flexibilidad genética para responder me--

diante recombinacioncs a condiciones ambientales cambiantes.

Como se¢ dijo anteriormentec, las condiciones de los quias
més estarian determinadas genética y ambientalmente Yy en mu--
chos casos la hetcrocromatina supernumcraria y los reordena--
micntos cromosdémicos forman parte del mecanismo de control de
la recombinacidn, Es de esperar que las mutaciones cromosodomi-
cas tengan su efecto mas importante a nivel del endofenotipo -
(John y Lewis 1966) y por esta razdén se tratd de determinar -

en D. elongatus 1la posible funcidén de la heterocromatina su-

pernumeraria en el sistema gen6tico de regulacidén de los quias

mas .

Los segmentos supernumecrarios hallados durante el pre-
sentc estudio no pueden ser analizados como un verdadero poli
morfismo por cuanto fueron encontrados en individuos idnicos.
Podrfian por 1o tanto tratarse de mutantes recientes en los
cuales aGn no ha actuado la seleccidn para permitir ajustes cn
el efecto de tales bloques, o podria ser una variante cromosd

mica en vias de extincion. En este trabajo, por 1o tanto, se
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focalizd la atencidn sobre dos problemas fundamentales relacio
nados con el comportamiento meidtico. E1 primero de ellos fue
el estudio del movimiento de quiasmas desde diploteno hasta -
metafase I, y el otro se refirié a la influencia de los cromo

somas B sobre la frecuencia de quiasmas.

El estudio de la termlinalizaclidn se realizd mediante un
método similar al aplicado en el estudio previamente comenta-

do sobre S, longicornis y el realizado por Fox (1973) en S.

gregaria, pero los recsultados obtenidos distan de los al--

canzados en ambos de estos trabajos. En S. gregaria el movi--

miento de quiasmas se estudi6 s6lo durante diploteno dividien
do el periodo en cuatro etapas. Comparando las frccuencias de
quiasmas de dichos estadios no se obtuvo evidencias dc que o-

curra terminalizacién durante diploteno. En S. longicornis co-

mo se indic6 oportunamente, se estudiaron los periodos de di-
ploteno, diacinesis ymetafase I y los resultados indicaron -
que el movimiento de quiasmas se producia en forma continua.

En D. el ongatus los presentes resultados indicarfan que ocu-

rrirfa terminalizaci6én durante diploteno (contrariamente a

lo visto en S. gregaria), pero finalizaria en diacinesis, no

habiendo movimiento de quiasmas desde este estadio hasta me-

tafase I (en oposicién al caso de S. longicornis), siendo es

tas 1ltimas conclusiones apoyadas por las observaciones de
c6lulas anafdsicas que dcmostrarian que la scparacidn no re-

querirfa una completa terminalizacidn previa,

Informes precvios presentan evidencias tanto en favor

(Maguire. 1981) como en contra (Peacock 1970, Jones 1971, -
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1977, 1978, Tease 1978, Tease 'y Jones 1978, Polani et al.1979,
Kanda y Kato 1980, Imai y Moriwaki 1982) de la existencia del
proceso de terminalizacibén.Considerando los resultados discor

dantes obtenidos en D. elongatus y S. longicornis se dehecria -

concluir que el mismo no seria un proceso de ocurrencia univer
sal y que su importancia relativa variaria en diferentes orga-

nismos.

Los cromosomas B encontrados en la especie cn conside-
racidn en esta seccidn mostraron ser inestables tanto mitéti-
ca como meibticamente, de mbdo que sc producen gametas con ni
meros variables de B a partir de un mismo individuo. La exis-
tencia o no de un mecanismo de acumulacidn como el de Camnu- -

lla pellucida (Nur 1963) responsable del mantenimiento de 1los

supernumerarios, aunque es posible no puede ser demostrada con
los datos actuales puesto que no se estudiaron tejidos somati
cos. Para establecer las posibles influencias de los B sobre

las condiciones de los quiasmas se compararon inicialmente las
frecuencias medias de quiasmas totales entre los individuos -
portadores y libres de B.El andlisis estadistico no demostrd
diferencias entre los grupos con cariotipos distintos, pero -
dentro de cada grupo habian difecrcncias cntre individuos alta
mente significativas, condicién similar a la encontrada en -

Chorthippus brunneus (Laurie y Jones 1981) y en S. longicor-

nis, E. shultzi y E. conspersus (este trabajo), pecro opucsta

a la de la cspecie humana (Lauric et al. 1981) probablcmente
a causa de un mecanismo de¢ control mds rigido de la formaciébn
de quiasmas. Probablemente en cspecies quc habitan ambicntes

de grano grucso la sclecci6én favorece la cxistencia de una
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regulacifn menos estricta de las frecuencias y 1localizacidén -
de quiasmas como medio de aumentar la variabilidad liberada en
cada generacidén. Esto podria ser la causa del mantenimiento de

los B de D, elongatus. Al comparar estadisticamente las varian

zas entre células entre individuos con y sin supernumerarios -
se vio que en los primeros (tabla 28, fig.18) los valores ten-
dian a ser mayores, o seca, que en los portadores de B habria
mayor variacidn entre c€lulas con respecto al nGmero de quias-
mas formados. Esto determinaria que las gamectas de estos indi
viduos fueran mas variables en cuanto a la cantidad de recom-
binacidén y también en cuanto al nGmero de¢ cromosomas B que -
transmitirfian, Esta mayor variabilidad podria determinar que
hubiera mayor cantidad de sobrevivientes por generacidn, des-
cendientes de los individuos con cromosomas accesorios, pues
podrian responder mas eficientcmente a condiciones cambiantes

del medio.
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- DISCUSION GENERAL -

I) TERMINALIZACION

La terminalizacién o movimiento de los quiasmas de regio
nes intersticiales a zonas terminales de los bivalentes fue -
considerada durante mucho tiempo como un proceso de ocurrencia
universal (Darlington 1958). Sin embargo, dado que la persis--
‘tencia de los quiasmas de diploteno a metafase I es lo que a-
segura en la mayoria de los organismos la correcta disyuncién
de los cromosomas c¢n la primera divisidn meidtica (Darlington
1960), es dificil entender el propésito de dicho proceso que
tenderfa a disminuir el nimero de quilasmas a medida que progre
sa la meiosis, Podria suponerse entonces que la terminaliza--
cidn seria, como propone Swanson (1957) un mero subproducto -
de la condensacidn cromosdmica y no tendria una verdadera fun
cidn,

Para superar el problema de la desinapsis que podria o--
currir como consecuencia de la terminalizacidén, Darlington -
(1965) propone que los bivalentes serian mantenidos luego de
la terminalizacidn por medio de una afinidad especial de 1los
teldmeros. Egel (1979) propone que esta unidén entre los teld-
meros de las cromdtides hermanas podria ser sustanciada .por
restos de la membrana nuclecar, a la cual se unen los tclome-
ros antes de que las cromatides hermanas puedan ser distin--
guidas, o bien, podria deberse a una unién covalente ADN-ADN,
en cuyo caso, la separacibén de los cromosomas requeriria de

una nucleasa similar a las enzimas de restriccidn aisladas de
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las bacterias, y que corresponderian.a la telomero-asa cuya e-

xistencia fue sugerida por White (1959).

En maiz (Maguire 1979,1981) y en trigo (Fu y Sears 1973)
se ha demostrado la ocurrencia de una genuina terminalizacién.
Sin embargo, se han obtenido resultados que demostrarian que

la terminalizacién no ocurrirfa en los ortdpteros Goniaea aus-

tralasiac (Peacock 1970),Stethophyma grossum (Jénes 1971), -

Schistocerca gregaria (Fox 1973, Jones 1977) y Locusta migrato-
ria (Tease 1978, Tcase y Jones 1978), asi como en ratdn (Po-
lani et al. 1979, Kanda y Kato 1980, Imai y Moriwaki 1982) y

en centeno (Jones 1978).

A 1o largo del presente trabajo el proccso de terminali-
zacibén fue verificado en las seis especies estudiadas del gé-

nero Tropisternus yen S. longicornis. En ambos casos se obser

vd al pasar de estadios profasicos a metafase I una disminu--
cién del nimero de quiasmas por célula y de la proporcién de
quiasmas intersticiales (lo cual es equivalente a un aumento

en el coeficiente de terminalizacidén). En D. elongatus en cam-

bio, s6lo hubo disminucidén del nGmero de quiasmas totales y -
de la proporcidn dc qulasmas intersticiales de diploteno a
diacinesis temprana, indicando esto que la terminalizacidn se
rfa parcial, detcniéndose desde diacinesis hasta el fin_ de
la metafase I. La scparacién en la primera anafase meibtica -
en esta cspecic también dcmostrd la ausencia de una completa

terminalizacion.

Es interesantc de destacar que aparcntcmente la prescen-

cia o no de tecrminalizacién no guarda relacidén con el paren--
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tesco de los grupos. Asi, entre los ortdpteros de la familia
Acrididae se pueden encontrar grupos en donde no habria movi--

miento de quiasmas (ver mas arriba) y otros como Melanoplus -

(Hearne y Huskins 1935) y S. longicornis, en los cuales la ter

minalizacidén fue demostrada. Por otra parte, como se indic6 an
teriormente,entre las gramineas se encontrd que no habia ter-
minalizacidén en el centcno, pero si ocurria este proceso en el

maiz y el trigo.

Si se comparan las frecuencias de quiasmas de D. elonga-

tus y S. longicornis, los valores medios obtenidos para quias-

mas totales en diploteno son bastante similares (tablas 7, 11,
22). Asi, puede descartarse la 1idea de que.cl grado de termina
lizacién dependa de la frecuencia de quiasmas en todos los ca-
sos. En organismos en los cuales no ocurriria movimiento de -
qQuiasmas aparentemente se conservarian hasta metafase I, en -
los sitios de formacidén de los mismos, piezas del complejo si
naptonémico (Westergaad y von Wettstein 1970, Gillies 1975, -
Holm y Rasmussen 1977, Zickler 1977) y serian &stos los respon
sahles del mantenimiento de la ubicacién de aquellos. Esta po-
dria ser quizéds la razén de la variacidén del grado de termina-
lizacidén, pués pequefias diferencias a nivel del sistema enzi-
mitico responsable de la desagregacidén del complejo sinaptoné
mico podria determinar que ocurra o no movimiento de quias--
mas, sin necesidad de grandes diferencias en el sistema mcidti

Co.

{
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II) INFLUENCIA DE LA HETEROCROMATINA SUPERNUMERARIA

La heterocromatina supernumeraria puede existir de dos
formas, cromosomas B o segmentos cromosémicos extra. Ambos ti-
pos fueron hallagos en varias de las especies estudiadas a -
lo largo de este trabajo. Segmentos supernumerarios fueron de

tectados en S.longicornis y en D. elongatus, mientras que -

cromosomas B se encontraron en E. shultzi, E. conspersus y D.

_elongatus. La heterocromatina comprende un material heterogé-
neo en Ssu naturaleza que se agrupa dentro de esta denomina--
cidon por el sdlo hecho de presentar un ciclo de condensacidn-
decondensacidn distinto del grueéo de la cromatina, considera
da como de ciclo normal, o eucromatina. Es de esperar por lo
tanto que las distintas formas en que se pueda encontrar la -
heterocromatina tengan un efecto particular sobre sus porta-
dores. Con todo, en general se acepta que la heterocromatina

extra puede producir alteraciones en los patronecs de formacidn

de quiasmas, sicndo éste su Gnico efecto identificado hasta

el presente (John y IHewitt 1965, 1966a, Jones y Rees 1967, -

Shaw 1971a). En algunos casos particulares se han observado

correlaciones entre la fertilidad y la tasa de mortalidad y

la presencia de cromosomas B , como se¢ indicd en la introduc
cién,

En el presente estudio se dispuso de material hetero-
cromdtico de distintas fuentes y en los casos en que la inci-
dencia del rcordenamiento lo permitidé sc realizaron estudios
estadfsticos con el objcto de¢ determinar si se obscrvaban al

teraciones en los patrones de formacidn de quiasmas en los
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portadores, en comparacidn con los individuos con cariotipo nor

mal.

En el caso de S, longicornis’los segmentos supernumera-

rarios no mostraron ninguna influencia sobre la frecuencia me-
dia ni la varianza entre células del nGmero total de quiasmas
por célula. Lo mismo ocurrid en el caso de los cromosomas B

en Euplectrotettix. En Dichroplus tampoco los B alteran la -

frecuencia media de quiasmas por célula, pero si se detectaron
diferencias significativas en la varianza entre células entre

cariotipos. Significativamente, D. elongatus fue, de las espe-

cies de ortdpteros estudiadas en ecste trabajo, la que presen-
taba la menor varianza entre células, lo'cual indicaria una
regulacidn mas estricta de la formacidén de quiasmas. Probable
mente, en las especies con un control mads débil de la frecuen
cia de quiasmas se séntirian menos los efectos de la heterocro
matina extra, o estarian cn el midximo de variacidén intraindi-

vidual tolerable. En D. elongatus los cromosomas B producen -

una descanalizacidn del ntmero de quiasmas por célula, cuya -
consecuencia seria el aumento de la varianza. Alternativamente,
podria suponerse que el efecto de la alteracidn de la varian-
za entre células no se deberfa a la naturaleza heterocromiti-
cadel material supernumerario, sino a determinados factores -

génices presentes en el B de D.elongatus, mientras que los ge

—— .

nes contenidos en la heterccromatina supernumeraria de S. longi-

cornis vy las espccies estudiadas de Luplectrotecttix no afec-

tarfan el control de la formacién de quiasmas.
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ITI) COMPORTAMIENTO MEIOTICO EN MUTANTES CROMOSOMICOS

Las mutaciones cromosdmicas comparten una caraéteristi—
ca general que es su tendencia a producir una disminucidn de
la fertilidad de los portadores, aunque su complemento cromosd
mico esté balanceado. Algunas reestructuraciones sin embargo,
producen efectos relativamente leves, como en el caso de 1las
fusiones céntricas entre cromosomas largos, especialmente en
especies con localizacidén distal de quiasmas, en los que se es
pera una segregacidén generalmente regular del trivalente for-
mado en el heterocigota. Las translocaciones e inversioncs,en
cambio suelen tener efectos mds drdsticos. La distincidn en--
tre éstos efectos leves y drdsticos lleva a la suposicién de
que las alteraciones cuya accidn sobre el comportamiento meid
tico es poco importante podrian conducir a polimorfismos esta

bles, mientras que aquéllas que reducen cn forma importante -
la fertilidad de los heterocigotas podrian actuar como meca-

nismos de aislamiento y no podrian constituir polimorfismos es

tables (Hewitt 1979).

Dentro del primer grupo podrian 1incluirse los segmen- -

tos supernumerarios encontrados en S. longicornis y D. eclon-

gatus, los cromosomas B de E. shultzi, E. conspersus y D.e--

longatus y la fusifn céntrica, inversidn pericéntrica y cons-

tricciones elidsticas observadas en S. longicornis.

En todos estos casos se comprobdé que la segregacidn rc
gular conducfa en general a la formacidén de gametas balancca-
das. De estos cjemplos puede suponerse con cierta seguridad -

que los segmentos supcrnumcrarios de S. langicornis y cromoso
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mas B de las otras especies constituyen verdaderos polimorfis-
mos. En los demds rearreglos, habiéndose observado un sélo por
tador, no puede asegurarsc que éste no sea simplemente un mu--

tante.

Los rearreglos observados en Euplectrotettix que impli-

caban formacién de multivalentes corresponden claramente al se
gundo grupo. Todas ecstas mutaciones se encontraron en células
inicas, y, a pesar de la alta tasa de ocurrencia de las mismas,

serian ripidamente eliminadas de la poblacidn por seleccién.

La inversidn paracéntrica en E. conspersus fue hallada en un -

inico individuo.y, probablemente, €ste sea un mutante. Esta al
ta frecuencia para las mutaciones cromosémicas - espontaneas -
podria deberse a efectos clastogénicos de los insecticidas uti

lizados en la agricultura.

Asi, se puede ver que en los casos presentados aqui se
cunplirfian las predicciones acerca de los rearreglos que po--

drian constituir polimorfismos.

La obtencidén de un nuevo caricter adaptativamentc supe-
rior detectable exofenotipicamente seria mas sencilla de alcan
zar a través de mutaciones dec punto, las cuales se originan en
heterocigosis sin decteriorar la fertilidad del portador. Dadas
las consecuencias meiéticas de las alteraciones cromosdémicas, -
la evolucidn se valdria de¢ este mecanismo s6lo cuando las muta
ciones génicas no pudicran scr utilizadas para alcanzar un dc
terminado progreso. Este sceria el caso de los caracteres rela
cionados con el endofcnotipo, en especial cl comportamicnto cro

nosémico (Joln y Lewis 1966,Esto podria corresponder a la situacidn
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de los cromosomas B de D. elongatus para los cuales se propo-

ne un efecto sobre la variabilidad liberada por los portadores.
En este caso el individuo que lleva el B no es favorecido en -
forma directa por la seleccidn, pero su descendencia seria mas
variable, pudiendo adaptarse mejor a las condiciones de un am-

bhiente heterogéneo,

IV) VARIACIONES INTERESPECIFICAS

En el presente estudio se analizaron las variaciones en
cariotipo y comportamiento méidtico entre especies de Tropis--

ternus Yy de Euplectrotettix.

En el caso de los coledpteros se tratd con eSpecie§ con
un rigido control de la formacién de quiasmas que determinaba
una escasa variabilidad dentro de cada especie., Al comparar los
distiritos taxopes con respecto a las frecuencias de quiasmas inters
ticiales y de bivalentes cerrados por célula se observd que
las especiec presentaban caracteristicas diferenciales. Conres
pecto a la morfologia cromosdmica las Gnicas diferencias evi-
dentes se refieren al tamafio de los cromosomas. Si se compa-
ran las condiciones de los quiasmas entre especies con LTC si-

milares (T.setiger, T.sharpi y T. flavescens o T. acaragua Yy

T. mutatus) se detectan diferencias claras en las condicioncs

de sus quiasmas. Esto indicaria que no hay una corrclacién en

tre el tamano cromosbmico y las condicioncs de los quiasmas,

Las especies E. shultzi y E. conspersus por su partc -

presentaron cariotipos muy similares y no poscen diferencias -

demasiado grandes en sus respectivas frecucencias de quiasmas.
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Sin embargo, esta similitud en el comportamiento meibtico po--
dria ser sb6lo aparente. Cuando se estudia la correlacidén entre
la frecuencia media de quiasmas por célula y la varianza en--

tre células en individuos de E. shultzi el valor obtenido ---

(r=-0.2209) no fue significativo (p= 0.54). Por el contrario,

en E. conspersus la correlacidén (r=0.8833) fue altamente sig-

nificativa (p¢0.01), y la recta de regresidén obtenida:
V= -5.3626 + 0.4543 X
se ajustd a los resultados obtenidos (p~0).

La existencia de una correlacidn positiva entre la me--
dia de quiasmas y la varianza entre células fue observada tam

bién en S. longicornis (r= 0.6141; p<0.01) y D. elongatus (r=

0.5215; p=0.01), siendo las correspondientes rectas de regre--

sién:

S. lonzicornis: V= -8.0012 + 0.7367 X (p ¢0.01)

-3.7688 + 0.3440 X (p= 0.01)

<
]

D. elongatus:

Esta mayor variacién al aumentar la media podria indi-
car que el mecanismo de control es mas débil en los individuos
con mayores valores, de modo que las variaciones en el ambien
te interno (entrec cistos) podria afectar mids las condiciones
de los qulasmas. Otra hipbtesis, quizds mids factible es que el
mecanismo de regulacién de la recombinacién podria deberse a
un sistema poligénico. Cuando los efectos individuales de 1los
poligencs son aditivos, no existe una correlacién cntre la
media y la varianza para el carfcter. Este seria el caso de

E. shultzi. La existcncia de una correlacidn significativa -
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entre los dos pariametros, como en S. longicornis, D. elongatus

y E. conspersus,es un indicio de que los efectos individuales

de 1los poligenes serian multiplicativos en vez de aditivos.Asli,
podria suponerse la existencia de diferencias en el sistema ge
nético de control de la recombinacidén entre estas (iltimas es--

pecies y E. shultzi. Esto pone de manifiesto la importancia de

los estudios estadisticos para la comprensién de los mecanis-
mos genéticos que regulan el comportamiento meidtico, y que -
los mecanismos de accidén génica para controlar un mismo cardc-

ter pueden diferir entre espécies relacionadas.

V) VARIACIONES INTRAESPECIFICAS

En las especies de ortdpteros estudiadas en el presente
trabajo se observd un patrdén irrestricto en la localizacién de
los quiasmas. En especies con estas caracteristicas es impor--
tante estudiar las variaciones entre individuos de una misma -
poblacidén con respecto a nGmero y distribucidén de quiasmas. La
literatura empero no abunda en este tipo de estudios. En 1las
especies aqui consideradas se encontrd una alta variabilidad -
individual en forma similar a lo observado en otro acridido,

Chorthippus brunneus (Laurie y Jones 1981), pero opuesta a la

situacidén observada en cl hombre (Laurie et al. 1981) en el
cual se supone que, como reflejo de un control mids rigido de
la formacidén de quiasmas, la variabilidad interindividual cs

menor.

En Caledia (Shaw y Knowles 1976) sc¢ encontrd que cxis-
tian diferencias significativas en los patroncs de distribu--

cidn de quiasmas cntrc poblacliones y razas. Esto indicaria -
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que, de alguna manera, la seleccién podria favorecer en deter-
minadas condiciones un aumento o disminucidén de la variabili-
dad liberada por recombinacidén. La flexibilidad gené&tica es una
caracteristica sujeta a una seleccibn retrospectiva, por cuan-
to la seleccidn actGa sobre la descendencia y no sobre el pro-
pio individuo. En BambGseas (Hunziker et al. 1982) se observd

una correlacién entre el hdbito y el nGmero cromosémico, que -
podria ser explicada por un proceso de seleccidén para mantencr
un cierto grado de flexibilidad genética. La regulacidén de 1la
frecuencia de quiasmas seria otro medio para lograr €1 mismo -
fin en grupos de especies con igual nimero de cromosomas (como

en los acrididos) y tal vez se relacione con la amplitud del -

grano ambiental o la estrategia adaptativa de la especie.

En Euplectrotettix y S. longicornis, a diferencia de 1lo

hallado en Caledia, las variaciones entre individuos fueron -
mis importantes que las diferencias entre poblaciones. Quizas
en este caso la estrategia escogida sea la de mantener un gran
polimorfismo en los genes que regulan la recombinacidén, mien

tras que en Caledia habria una tendencia hacia la politipia.

RESUMEN

A lo largo decl presente estudio se enfocaron distintos
aspectos del estudio citogenético en insectos, utilizando ma-
teriales con distintas caracteristicas. En algunos casos (Tro-

pistcrnus) cl estudio de comportamiento y morfologia cromoso-

micos permitidé establecer diferencias entre las especies que -
podrian secr usadas para resolver problemas taxonémicos. En Lu-

plectrotettix por el contrario no pudieron demostrarsc difc-

rencias citolbgicas cntre los dos taxonces cstudiados.
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El estudio estadistico de la frecuencia y distribucién
de quiasmas 1io ademdas informacidén que permite la comprobacidn
de la existencia o no de un proceso de terminalizacién.. de -
quiasmas que pudo correlacionarse con las observaciones de cé

lulas en anafase I, Asi, en S. longicornis se demostrd la ocu

rrencia de terminalizacidn a lo largo de todo el periodo diplo

teno-metafase I, mientras que en D. elongatus se encontrd que

ésta se detiene en diacinesis.

El estudio del comportamiento meibético en mutantes cro
mosdémicos espontineos permite predecir los rearreglos que po-
drian mantenerse en estado polimdérfico. La comparacién de in-
dividuos normales con otros portadores de heterocromatina su--
pernumeraria did resultados diferentes en distintas especies.

S6lo en D. elongatus habria un aparente efecto de aumento de

la varianza entre células en los individuos portadores de cro

mosomas accesorios. En Euplectrotettix se supone que los -

cromosomas B hallados podrian ser muy antiguos, puesto que se

habrfan originado antes de la divergencia entre E. shultzi y

E. conspersus, Tanto los segmentos supernumerarios como los

cromosomas accesorios deberian tencr alguna funcidén para el
organismo, que determine su supervivencia en las poblaciones,
pero los mecanismos de mantenimiento podrian deberse a causas
tan diversas como la naturaleza misma de la heterocromatiﬁa -

cxtra.

El anfilisis dec la correlacidn entrc la media de quias-
mas de un individuo y su correspondiente varianza entre c€lu-

las demostré diferencias entre especies que podriae ser cxpli
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cadas suponiendo que la regulacién de la formacidén de quiasmas
se deberia en las especies en cuestidn al efecto de poligenes,

que podrian ser aditivos o multiplicativos.

Finalmente, se» observaron entre los ortdpteros impor--
tantes variaciones entre individuos dentro de cada poblaciédn,
las cuales reflejarian alta variabilidad genética sumada a una

gran influencia ambiental sobre la formacién de los quiasmas.
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